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Señores profesores:

Pongoa vuestra disposición el presente estudio

con el cual opto al título de Doctor en química.

Eh él,he querido experimentar dentro de un campo

del análisis químico que día a día presenta nue

vas aplicaciones : el análisis cromatográfico. Y

que tiene la rara virtud de no involucrar insal

vables dificultades instrumentales,como comunmen

te ocurre con las nuevas técnicas analiticas.Se

presenta asi un campofructífero para el egresado

e investigador novel que quiera iniciarse en esta

especialidad.

La pricipal virtud de este trabajo radica en su

faz experimental. Están ausentes de él toda es

peculación teórica. Se han estudiado nuevas téc

nicas y se las ha aplicado a la resolución de

problemas reales.
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PARTE TEORICA

I.- Evoluciónde la cromatografía

Las obras clásicas referentes al análisis cromatográfico consideran al
botánico ruso Tswett comoel iniciador del método (1( y (2)

Sin embangovarias investigaciones recientes (3) (4) indican que la mi
gración diferencial de un soluto a través de un medio poroso,era conocida
antes de que Tswett describiera Sus clásicas separaciones cromatográficas
de pigmentos vegetales.

Así en 124? F.F.Bnnge analizó mezclas de colorantes sobre papel secante
y se interes Denlas posibilidades del uso del ascenso capilar de ciertas
disoluciones en bquues de madera ya que así se produce la separación de
los solutos.

G0ppelsroeder,discipulo de Schonbein,investigó más tarde dicha posibi
lidad y sus primeras publicaciones coincidieron con las de Tswett.

Schonbein,a quién generalmente se lo considera comoel iniciador del a
nálisis capilar de los compuestosinorgánicos,mostró que si se introduce u
na tira de papel en agua que contenga sales inongánicas,el agua asciende
por el papel llevando consigo las sales.El frente liquido aVanzapor lo ge
neral más que los cationes inongánicos,los cuales se muevenindependiente
mente según su estado relativo de difusioilidad.

Sin embango recién en 1941 se estableció que el viejo método de Scnonp
bein en papel,era idéntico en principio al método de separación cromatogra
fica efectuada en columna.

Hubo aún que esperar cinco años para que Liesegang utilizara una zona
de absorción inicial angosta para la redisolución de mezclas en papel.El
mismoideo'la cromatografía bidimensional.

En cuanto al método de separación en columna,tampoco encontró inmedia

ta aplicación a pesar del éxito de Tsweet al resolver pigmentos vegetales
en componentes entonces desconocidos.

A esta demora contribuyeron (1) (10) :la creencia sostenida por la es
cuela alemana,de que la absorción podría alterar o descomponer compnstos
lábiles comolos pigmentos vegetales;1a necesidad de macro cantidades no

siempre disponibles para el análisis y la guerra de 1914 que impidió la
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difusión de las publicaciones ( 1a obra de Tswett ffie escrita en ruso)
Cuandoel caroteno -hidrocarburo cristalino considerado durante más

de un siglo comouna substancia homo¿énea- fué separado en dos hidro

carburos isoméricos por Kuhny Lederer en 1931,los métodos de absorción
cromatográfica recibieron un notable impulso.A ello también contribuye
ron los clásicos estudios sobre enzymasde Willstater y su escuela.

Se continuócon el estudio de otros carotenoides (Einterstein y Karrer)
se pasÏ a1 campo de las vitaminas y con el desarrollo de nueVOSy activos

absorbentes se investigaron toda clase de substancias en el campode la
química ongéHiCagseresolvieron mezclas de elementos,de iones inorgáni
cos y aún de isót0pos.

Los primeros ensayos sobre emanato¿rafía inorgániCa en columna fueron

efectuados por G.1.Schwab y sus colaboradores en 1937.
Y así llegamos a la ¿psoe actual en la ¿ue el viejo método de Tswett.

constituye la base de los métodos de análisis denominados"por migra
ción diferencial' (5). Se han introducido numerosas modifiCaciones en a
paratos,métodos y denominaciones.pero el fundamento es el misuo.

Unaiiea de la extensión de las publicaciones al respecto lo da la
obra de Lederer (6) que refirienJose solo a los pro¿resos efectuados
durante el decenio l939-1949,contiene mÏs de quinientas citas bibligré
ficas

Ademásde las ya citacïas.creo conveniente mencionar aqúi 'otra obras
especializadas: la de ¿echmeister (7),la de nilliams (8), y la reciente
de h.J.Cassidy,volumen V de una serie acerCe de técnicas de la química
orgánic'.

Anualnente se publiCan una larga serie de revisiones sobre esta ma

teria.pero dada la ¿ran extensión de las publicaciones a que se refieren
sería más conveniente que abarc ren solo determinados Caupos o aplicacio
nes a Ein de evitar repeticiones y estirilizar esfuerzos.



II.- Principios

Los métodos cromatográficos están basados en la migración diferen
cial de un soluto a través de un sistema polifésico,migración que está
condicionadapor la distribución reversible del soluto entre la fase
móvil y la fase fija.

La velocidad de migración de un soluto relativa al flujo del sol
vente,es una propiedad del sistema en estudio,en tanto que el grado de
resolución de mna mezcla depende del procedimiento empleado en la mi
gración. El procedimiento clásico consiste en absorper en la columna
cromatográfica una pequeña cantidad de solución,de modode formar una
angosta zona inicial. Se hace pasar entonces el solvente para hacer
migrar el soluto a través de la fase de absorción. El solvente migra
o bien por capilaridad o con ayuda de succión. En casos recientes se
han utilizado también la corriente eléctrica cono sin flujo de solven
te y la fuerza magnética.

Los diferentes componentesdel soluto migrana distintas velocida
des según su selectiva distribución entre ambasfases,y se separan u
nos de otros en distintas zonas o bandas. Las zonas pueden separarse
mecanicamentey recuperarse lossolutos con sodventes adecuados,o tam
bién suele hacerse pasar nuevos solventes a través de la columna y re
coger separadamenteel percolado de las distintas fraeciones.

La formación de un cromatograma se puede variar de varias maneras,
empleando columnas de diferente capacidad y calidad de absorción,com
binadas con mezclas de solventes de distinta afinidad para el absor
bente y para el soluto. En cuanto a éste,interesa fundamentalmentela
proporción relativa de sus componentes. En general las porciones pos
teriores de una zona contaminan las si¿uientes. Aquellas pueden ser z
pequeñas porciones del constituyente principal,pero a veces son frac
ciones grandes del componente menor y por consiguiente su revelación
y recuperación se hace dificil y a veces imposible. Esta separación es
más rápida cuando el menor constituyente forma la zona más o menos ab
sorbida y comoregla general es recuperable, cuando forma la zona me
nos absorbida.
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Una zona está enteramente libre de todos los constituyentes más
absorbidos que le preceden(o siguen). Se puede obtener entonces una se
paración absoluta de mezclas,cuando se efectúa con dos liquidos inmis
cibles de los cuales uno actúa comofase fija y el otro comofase móvil
invirtiendo este orden.

El primer intento de describir racionalmentelas caracteristicas
más importantes del proceso de adsorción cromatográfica mediante un es
tudio teórico se debe a Wilson (lO) quién recién en el año 1940 formu
la la ecuación diferencial correcta que rige el mencionadoproceso (in
cluyendo formación y revelado del cromatograma).

Esta teoría fué luego perfeccionada por De Vault,fieiss y Gluechauf.
Casi simultaneamente Martín'y Singe formularon su teoria,asimilan—

do la columna cromatográfica a una columna de destilación.
N.Mittelman ha publicado una revisión completa de todos estos ensa

yos teóricos.

b) Aglicabilidad

E1 primer objetivo del análisis cromatogréfico ha sido la resolu
ción de mezclas,es decir la separación,aislación e identificación de
sus constituyentes. Este objetivo está limitado a aquellas substancias
que no sufren descomposición al absorberse en una dada columna. Su a
plicación primaria es la preparación de substancias en cantidades sufi
cientes para un análisis fisico,quimioo o biológico subsiguiente.

Una substancia es considerada cromatograficamente homogénea,cuando
absorbida en columnas de distintos absorbentes y tratada con varios
solventes,presenta una única banda. Tal comportamiento indica la pure
za quimica de la substancia en estudio. En ciertos casos de excepción,
una substancia simple puede dar origen a un cromatograma homogéneo (ej:
formación v descomposición de una sal en la columna).v



Tambiénse puede recurrir a la columna cromatográfica para decidir
la identidad o no identidad de dos substancias. Se prepara una solución
de ambasy se cromatografía : la aparición de dos zonas revela 1a no i
dentidad. Si se quiere saber si alguna de ellas es idéntica a una ter
cera conocida,se agrega una cantidad de esta a la solución y se compa
ra. La zona correspondiente aparecerá más ancha.

Otros objetivos lo constituyen la purificación de substancias y la
concentración de productos de soluciones muydiluídas. Ej: aislación de
pigmentos urinarios,de Koschara, y la concentración de alcaloides des
cripta por Fink.

Tambiénel laboratorio de contralor de productos técnicos hace uso
de éste métodopara revelar la presencia de adulterantes. Ej: detección
de materia colorante artificial en vinos (12).

Recientemente Calvin y sus colaboradores (13) emplearon métodos
cromatogréficos para seguir las transformaciones químicas y metabólieas
de compuestos carbonados marcados con isótopos.

Finalmente se ha aplicado la cromatografía comoayuda en la deter
minación de estructuras moleculares y en la regeneración de substancias

de sus productos de adición.

c) Terminología - El valor R

La dependencia de la mayoría de las separaciones cromatográficas
de unos pocos mecanismos o fenómenos de dsstribución,ha llevado a la
amplia acepción de términos como z cromatografía por intercambio ió
nico,por partición y por adsorción,que incluyen las denominacionesclá
sicas de cromatografía en columna y sobre papel.

Sin embargoal referirse a los distintos detalles y etapas opera
torias,como así también a la diversidad de dispOSitivos,se ha recurri
do a una variada sindnimia que creemos necesario aclarar,antes de a
bordar el estudio experimental.

Así el pasaje inicial o incorporación de una substancia en solución



a través del sistema se dendminaindistintamente: adsorción inicial(

denominaciónque usaremos en nuestros casos),filtración de la solu
ción,absorción de la mezcla,formación de zonas,etc.

Para el pasaje de solvente fresco a través de la capa adsortiva,
aunque comunmente se lo denomina desarrollo del cromatograma.se ha tam
bien prOpuesto: lavado de substancias adsorbidas,irrigación con sol
vente fresco,formación de cromatograma,etc.

Pero tambieú se suele denominar desarrollo del cromatograma,por
analogía con el desarrollo de una fotografía,la formación de deriva
dos coloreados de solutos incoloros separados por adsorción,mediante'
el agregado de agentes quimicos.

Esta última Operación es mejor denominarla revelado o maduración.

Para el líquido o solución que emenge de una columna intercambia
dora A.Cotello propone el nombre de efluente ( del inglés "bfluent")
y el de influente para la solución que entra a la columna (16).

Por la ambigüedaddel término"cromatografïa incolora" Strain ha
propuesto sin maYoréxito,reemplazarlo por el de eografía (indica re
solución de una mezcla en componentes más pequeños (39). Ademáspro
pone denominar zonas,en lugar de bandas,e las regiones del material
absorbente que contiene los solutos resueltos o separad0s.

Nosotros usaremos indistintamente ambas denominaciones,llamando

anillos a las bandas de espesor menor que 5 um.
Recientemente se sugirió el término de cromatografía superficial

para la separación de solutos en delgadas capas de adsorbentes (ej:
el chromatostrip" ver página 15).

En general un cromatograma en columna es un adsortograma (sorto
grama) y en papel: papergrama (24).

Otras denominaciones empleadas respecto a la técnica usada son :

electro y quimiocromatografía: ionografía que incluye separación de
iones por intercambio y migración eléctrica de los mismossobre pa
pel;"cromatografia progresiva" que incluye las técnicas de separación



por elución fraccionada y "cromatografía en caliente" sugerida para

las efectuadas a altas temperaturas: "salting out chromatography"que
se refiere a 1a mayor adsorción del material proteico presente en una
solución,por agregado de sal a la misma.

El valor R .- Las moléculas de un soluto migran a través de una co

lumna de adsorción con una velocidad que es determinada por el flujo
del solvente y por la relación de las moléculas en solución a aquellas
adsorbidas(l4). Sobre esta base,la distancia recorrida por las bandas
del soluto,está también relacionada a la distancia recorrida por el
solvente. Así tenemos :

Cantidad de soluto no absorbida z Distancia recorrida soluto
Cantidad de soluto absorbida Distancia recorrida solvente

La constante R se determina de varias maneras según el tipo de
absorbente. Conabsorbentes de superficie activa R se determina de a
cuerdo al límite frontal de las bandas no simétricas y se representa
por Rf .

En el presente trabajo nos referiremos a1 valor RF con el mismo
significado. Pero el "modusOperandi" cambia cuando previamente se e
fectúa la adsorción y luego se hace pasar solvente fresco (desarrollos)

En este caso usamos -sin pretender proponer su empleo- el término
RDpara significar la altura alcanzada por una substancia,respecto del
largo total de la tira.

Otras denominaciones usuales son: RM; Bb ; RL así definidas ( se
emplean en 1a crmatografia sobre papel) :

_ RF de un azúcar RF aminoácido
RL BM: log (1/3-1)

RF de la glucosa RF leucina

En muchas investigaciones los valores de RF se han publicado sin re
ferencia a la temperatura,el pH,o la concentración de la solución o li
quido de lavaje. Sin embangotodas estas condiciones influyen en la ve
locidad de migración; por lo tanto deben establecerse (15)



Ademásalgunos autores miden la distancia recorrida por el soluto

hasta el límite frontal de la banda y otros hasta el centro de grave
dad de la misma.

Bate-Smith han estudiado las condiciones necesarias para obtener

Valores seguros de BF trabajando sobre papel (15) z
1) debe trabajarse con la mismapartida de papel que previamente

ha de estabilizarse.
2) debe cdntrolarse la temperatura a i 0,5 °C.
3) el tiempo de corrido debe'ser constante.
4) paralelamente debe trabajarse con una substancia control;si

los valores de ésta difieren en más que 0,02 la corrida debe
descartarse y usarse solventes frescos.

En nuestro estudio hemos tenido especial cuidado en la preparación
de las tiras,concentración de las soluciones t tiempo de desarrollo,ha
ciendo especial mención de la distancia respecto de la cual se mide el
RF.,factor este casi siempre olvidado en las distintas publicaciones.

d) Clasificación

Ya hemos dicho que casi todas las separaciones cromatográficas,pue—
den distribuirs; en tres tipos cuya designación está ampliamente acep
tada.

La cromatografía por intercambio iónico se fundac como su nombre

lo indica,en el empleo de intercambiadores iónicos de gran velocidad
de intercambio y alta reversibilidad de acción.

Puedenser minerales (zeolitas) y ongánicos (resinas sintéticas).

F.J.Meyers (17) publicó una revisión sobre sus propiedades y Ana
Cotello efectuó un elogiable trabajo sobre preparación de resinas de
este tipo con materias primas argentinas.

El principio es el si¿uiente : simultaneamente con la adsorción,
ciertos iones son separados de la fase fija,siendo llevados por el
solvente que los intercambia con alpunos de los que traía en solución.

Los interCambiadores catiónicos se han usado intensamente en la sepa



-ración de las tierras raras (en escala analítica e industrial),en la
aislación de los productos de la desintegración atómica y en la resolu
ción de una gran variedad de mezclas de naturaleza orgánica.

Los intercambiadores aniónicos han sido empleados con éxito en la
aislación de los ribonucleótidos y de sus problemas de isomerización;
en la aislación de aminoácidOSpor flujo de solvente,etc.

La cromatografía porgpartición está caracterizada por una fase no
móvil y no miscible con el solvente,de modoque el soluto se distribu
ye entre ambasfases líquidas de acuerdo a su coeficiente de partición.

Ej: agua o nitrometano en sílice gel o tierras de diatomeas.
Esta desiánación fué introducida por Lester Smith,pero ¿1 tipo de

columna fué usado previamente por Martín y Singe en la preparación de
aminoácidos acetilados. EE mismoMartín (18) plantea una discgsión so
bre la denominación de cromatografía de partición.

El uso de este tipo de columna es análogo en principio a la extrac

ción por contra corriente y muyútil en la resolución de mezclas de
compuestos que se descomponensobre superficies activas; ej: separa
ción de penicilinas.

Comoejemplo de las variaciones posibles de esta tésnica,citaré el
ejemplo de los ácidos orgánicos que han sido separados por partición
entre silica gel más agua y cloroformo; entre Celite más metanol y é
ter de petrïeo; entre hidrocarburos sobre tierra de diatomeas especial
mente preparadas y metanol-agua-acetona; entre sílica gel agua y buta
nol-clororormo. Ademásse incluyen en este tipo todas las separaciones
sobre papel que emplean solventes inmiscibles con agua.

Y finalmente tenemosla "cromatografía por adsorción" el tipo clá
sico,que incluye los estudios efectuados desde la época de Tswett has
ta la actual. Constituyen ejemplos de cromatografía por adsorción,las

técnicas que estudiaremos más adelante: el chromatostrip y el chrometo
bar.

Las variaciones más importantes de procedimiento dentro de este ti

po son: la "cromatografía líquida o fluyente" de Reichstein-Buzicka que

efectúa el desarrollo hasta aparición de un soluto en el percolado y su
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continuación: el métododel"límite cromatogréfico" de Tiselius qúe i
dentifica y valora los solutos en eluato e efluente en forma continua,

l - I - I - I I - - I osea por metodosgraVimetricos,volumetricos, Opticos, potenCiometricos
o por teque (14).

III.- METOEOS

a) Aparato . La gran variedad de aparatos de adsorción se inclu
ye en la clasificación que sigue,debida a H.H.Strain (18)

1) Tubos con adsorbente sólido estacionario: columnas de adsorh
ción ,de partición, de intercambio iónico

2) Caso anterior más electrodos :columna electrocromatográfica.
3) Columnade sólidos porosos coherentes,sin envoltura de vidrio:

el "chromatobar" (barra cromatográfica).
4

V Películas delgadas de sólidos en polvo,depositados sobre ti
ras de vidrio: cromatografía radial superficial; "cromatostrip?

5) Tiras de papel de filtro: cromatografía en papel.
6) Lo anterior más electrodos :electrocromatografía.
7) Hojas planas de papel: cromatografía bidimensional.
8) Discos de papel :cromatografía radial.
9) Papel impregnado con varios adsorbentes.

10 ) Discosé de varios tejidos entre bastidores.
Y ademasse han empleadohojas tubulares,pilas de papel de filtro,etc.

Debemosmencionar aquí los variados aparatos ópticos y eléctricos
usados en la detección de solutos en el eluato por los métodos ya des
criptos ( ej: medidas continuas de la densidad óptica y del índice de
refracción del efluente) y eñ la detección de substancias incoloras o
dosajes de coloreadas directamente em el cromatograma.

Así se han desarrollado recientemente técnicas para detectar subs
tancias separadas en papel basadas en : fotometría, espectrometzía de

rayOS/Ó ,medidas de alta frecuencia y de átomos radioactivos producidos



_ 11 _

en la mezcla o en el cromatograma por medio de irradiación con neu

trones en la pila atómica.

b) Adsorbentes,801ventes y eluyentes

Para la elección de un dado dado adsorbente,dentro del empi
rísmo de estos métodos,debe considerarse: que retemga cantidades signi
ficativas de las substancias a resolverse; que estas substancias puedan
migrar a través de 1a columnaal tratarlas con solvente fresco;y final
mente ser eluídas completamente con solventes polares;que el adsorbente
no descomponganinguno de los materiales que se empleen;que sea insolu
ble en los distintos solventes y de un tamañode partícuaas que permi
ta la rápida y uniforme percolación.

Segun Zechmeister y Cholnoky (18) estos tamaños varían de uno a diez

micrones en los adsorbentes por ellos usados. Ennuestro trabajo hemos
empleadoácido silicico de 100 mallas que equiVale a partículas veinte
veces másgrandes que las anteriores.

Según Kolthoff la capacidad adsortiVa de una dada substancia depen
de del métodode preparación,del tratamiento o activacdón posterior,
del tamañode las particulas y de los solventes usados para la adsor
ción.

Robinson (19) los clasifica según el mecanismointimo de las sepa
raciones en :

l) intercambiadores iónicos : zeolitas y resinas sintéticas
2) de partición z agua o nitrometano sobre gel silicico o tierra

de diatomeas; cloroformo sobre vidrio molido,etc.
3) substancias activas (que pueden transgormarse en adsorbentes de

intercambio iónico por adsorción preliminar de ácidos o bases).
Se dividen a su vez en (6) :

Fuertes : alúmina,carbón,tierras absorbentes.
medianos: silicatos alcalinos-gel silicico-ácido silicico

óxidos e hidróxidOS alcalinos.

fosfato tricálcico-carbonatos alcalinos y alcalino
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térreos - óxido de titanio - óxido de manganeso .
azúcares ( sacarosa,almidón,inulina).

inferiores: sulfato de bario y óxidos de estaño,thorio,berilio y zinc.
En 1989 Erlenmeyer introdujo el uso de los adsorbentes de tipo ora

gánico (20). Sus trabajos de adsorciones ybseparaciones sobre oxina y
ácido c violúrico son ejemplos de las posibilidades de su empleo.

Debemosmencionar finalmente a R.O.Bach quién intodujo el uso del

sulfuro de zinc comoadsorbente cromatográfico para separar iones de
metales pesados. (21) y (22) . ‘ "

SegúnStrain (23) la clasificación anterior es arbitraria y poco ú
til,pués‘algunas substancias pueden actuar de varias maneras,segúnla
naturaleza del soluto o solvente.

En cada caso el comportamiento se pone en evidencia por el tipo de
curva o isoterma de adsorción. flRepresentando la concentración en la
fase sólida en función de la concentración en la fase líquida,se ob
tienen tres tipos distintos de curvas.(23).

Con el objeto de aumentar 1a velocidad de percolación,manteniendo
las propiedades adsortivas,se suele mezclar los adsorbentes con otras
substancias denominadas"filter aid" que tienen propiedades adsortivas
más débiles. Ej: el Hyflo Super Cel de la casa Johns Manville,que es
una tierra silicosa especialmente preparada.

En nuestro estudio hemos usado bentonita agregada a1 ácido silicico
en distintas pr0porciones.

En cuanto a los olventes y eluyentes,se los suele ordenar en una
serie,comenzando por aquellos que permiten una adsorción más fuerte.
Los últimos términos de esta serie -denominada elutrópica- son por lo
tanto lOs mejores e1uyentes,aunque el orden puede alterarse ligeramen
te según el adsorbente y adsorbido de que se trate. Comoejemplos de
eluyentes se tienen: alcoholes,éteres,compuestos halogenados,benceno y
mezclas de alcoholes y ácidos orgánicos en piridina. Comosolventes:
éter de petróleo,tetracloruro y sulfuro de carbono,acetona y benceno,
que ocupa un término medio en la serie.
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c) Localización de substancias incoloras

A excepción de las 2-4 dinitrofenilhidrazonas,las restantes subs
tancias que hemos estudiados en el presente trabajo son incoloras o li
geramente coloreadas. Interesa entonces efectuar una ligera revisión
de los métodos usados en la cromatografía de substancias incoloras,en
especial aquellos empleados por nosotros o vinculados a ellos.

l) Métodos ópticos

Karrer y Scñüpp (24) y Winsterstein y Schon (25) usaron luz ul
travioleta filtrada para identificar algunas substancias incoloras que
presentan fluorescencia. Este método,erroneamente denominadoultracro
matografia,está limitado en su uso porque solo pocas substancias inco
loras fluorescen en la región de luz visible,cuando se las activa con
luz ultravioleta.(29).

Se ha ideado hacer fluorescente la columnapor el agregado de
pequeñas cantidades de suostancias que lo sean,de modoque al excitth
la con distintas lon¿itudes,aparecen comomanchassobre fondo fluores
Gente.

Así Brockmany Volpers (26),iníciadores del método,usaron morina y

berberina. En el capitulo referente a derivados de alcoholes,usamos á
cido silicico pretratado con RodaminaG.,según un método de White y
Dryden (27).

Tambiénse han empleado substancias fluorescentes inongánicas. Así
Sease (28) usó columnas de sílice mezcladas con sulfuro doole de zinc

y cadmio y fosfato de zinc,técnica que empleamosen el capítulo refe
rente a compuestos terpénicos.

Recientemente Earvalik (29) efectuó observaciones en la región in

frarroja,revelando las substancias que adsoroen por medio de un detec
tor especial. A este métodolo denominó infracromatografía y una obser
vación similar en la región ultravioleta sería ultracromatografia que
no corresponde con la anterior definición de Karrer. En camoio denomina
"fluocromatography" cuando se utiliza cualquier fuente de luz convenien
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te y la luz emitida por la columna es demayor longitud de onda que la
anterior.

2) Métodos Químicos

Aquí debemosincluir lOs métodos basados en el tratamiento de la co
lumna,bandas o papel,con reactivos que reaccionen conal absorbato dan
do colorauñn. En la mayoría ¿e los casos el reactivo se aplica con un
pulverizador especial.

Una variante es el método ¿el pincel,propuesto por Zechmeister (30)
que consiste en practicar la reacción con un pincel sobre una an¿osta
franja,una vez que la columnaha sido separada de la envoltura de vidrio.

Strain(33) ideó tratar la substancia a cromatografiar de modoqüe a
gregarle un grupo cromóforo facilmente separable: pasa así al campode
separación de pigmentos.

Se ha propuesto también (Martín y Singe) el uso de indicadores de

pH. Así ramsey y Patterson (31),en la cromatografía de éciaos orgánicos
usan una columna de ácido silícico pretratado con verde de bromocresol,
mientras que otros autores(32),prefieren aplicar este reactivo una vez
efectuada la separación.

IV.- Nuevas técnicas : el "chromatostrip" - el "chromatobar"

En el año 1949 Heinhard y Hall(34) publicaron un trabajo sobre cro
nato5rafía radial superficial de iones inorgánicos,efectuada sobre por
ta objetos recubiertos con substancia adsorbente. Anteriormente F100d(35)
y Hoph<36)habian ideado aumentar la fuerza adsorbente del papel de Eil
tro impregnéndolocon distintas substancias. Es decir,que la celulosa no
era ya el material afisorbente,sino que desempeñaba el rol mecánico de
sost'i. Esta tácnica,con abrir nuevas posibilidades a la cronato¿rafía
sobre papel estaba limitado por el pequeño número de aásoroentes que po
dian usarse y es ai que en 1951 Kirchner,liller y Keller,(32) reemplaza
ron el papel de filtro por tiras de vidrio,inspirándose en el métodode
¿sinbard y Hall pero modificandolo en este sentido: el adsorbente,mez
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clado con un agente ligante se aplica sobre tiras de vidrio que lue
go son activadas y desarrolladas en tubos de prueba,de un modoanálogo
al introducido por Rockland y Eunn(37) en el estudio de aminoácidos so
bre papel.

Esta técnica,para la cual se ha prOpuesto el nomore de "cromatostrip"
es la que hemos empleado preponderantemente en el presente trabajo. He
mos ad0ptado un tipo "standard" de tiras,més largo que el prOpuesto por
los autores mencionad05,parapoder efectuar varios desarrollos consecu
tivos y aumentar el poder resolutivo.

Tambiénhemos ensayado macro tiras,a los efectos cuantitativos que
se mencionarán en su Oportunidad. Ademásha sido necesario modificar
algunos detalles operatorios.

El "chromatobar".- En la columna cromatográfica clásica el material
adsorbente se coloca dentro de un tubo cilíndrico de vidrio. Se presen
ta asi una dificultad para aplicar los distint0s reactivos que se emplean
en el revelado de substancias incoloras. Esta dificultad se elimina en

parte por extrusión del material adsorbente fuera de 1a columna de vi
drio,0peración esta algo engorrosa. Por este y otros inconvenientes Mi
ller y Kichner han ideado eliminar totalmente la envoltura de vidrio(39)
construyendo una barra ríáida constituida por el material adsorbente y
yeso de Paris,que se sostiene por una Varilla de vidrio concéntrica. A
su vez la barra se apoya sobre un dispositivo denominado"distribuidor
de solventes" que no es más que un Vaso de precipitados con tres orifi
cios en el fondo y provisto de tres patas de vidrio que actúan de sostén.
El vaso se llena con el mismomaterial adsorbente y sobre este se apoya
la columna. Se facilita asi una distribución y ascenso uniforme del sol
vente.

La substancia a cromatografiar se pulveriza en la base de la barra

que junto con el distribuidor se colocan dentro de una probeta más al
ta que la barra pero menos que la varilla de vidrio. Esta se tomapor
una agarradera.En el fondo de la probeta se coloca el solvente que as
ciede por capilaridad,primero a través del distribuidor y luego alcanza
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la barra.

Se ha propuesto el nombre de "chromatobar" para este tipo de COIUEF

na. De esta manera se evita en la cromatografía de substancias incoloras
su detección por cortes arbitrariqsde columnao localización por fluo
rescencia,extrusión de la columna fuera de la envoltura de vidrio y en
fin,otros métodos de igual finalidad ya descriptos. Unaprimera solución
seria el uso del "Chromatostrip" ya descripto (pág 15),pero cuando se
hace necesario recuperar substancias separadas en cantidades suficientes
para otros ensayos confirmativos,los autores recurren al "chromatobar".

Comentario z Hemos ensayado esta nueva técnica tal como se ha pro

puesto. Es evidente que si bien se evitan los inconvenientes menciona
dos surgen otros muyimportantes. Así la preparación de una tal colummna
es larga y engorrosa. E1 yeso fragua rapidamente y como se trabaja con
molde,es fácil la formación de zonas de distinta cohesión.

Ademásel método de secado y activación insume diez horas.

Se aconseja recurrir al "chrometostrip" comooperación previa para
estudiar las posibilidades cromatográficas de una mezcla dada,ensayar
solventes y otras condiciones antes de pasar a la barra. Esto no es li
cito suponerlo a priori,porque el comportamiento de una substancia puede
ser distinto en la tira -donde se usa almidón comoagente ligante- que
en la barra,donde se emplea yeso.

Estas consideraciones nos han llevado al reempkzo del "chromatobar"
en los casos en que era necesario su empleo, por tiras o bandas de vi
drio de 35 x 5 cm.,recubiertas de adsorbente al igual que el cromatos
trip. Una tira de este tipo -a la que denominaremosbandas cromatogra
fica,equivale all5 "strip". Se puedenpreparar y desarrollar simulta

neamente cuatro de estas macro tiras en la mismaprobeta,de modode po
der aislar suficientes cantidades de substancias comopara efectuar o
tros ensayos confirmativos. En el póximo capitulo daremos ejemplos de
su uso en la separación de 2-4 dinitrofenilhidrazonas.

Consideramos que las ventajas del "chromatobar" con respecto a la
columnaclásica,1as presenta también la banda cromatográfica,siendo su
preparación más rápida y simple.
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Capitulo I .- Aplicación del "chromatostrip" a la separación de

2-4 dinitrofenilhidrazonas de aldehidos y cetonas.

AH.H.Strain le corresponde el haber sido el iniciador del método
de separación_cromato¿ráfica de aldehidos y cetonas como2-4 dinitro
fenilnidrazonas,al separar/Óionona de alcanfor.(40)

En el mismoaño (1935) Lucas y sus colaboradores separaron los al
dehidos acético y prOpiónico (41) y más tarde Roberts y Green resolvie

ron una serie de aldehidos y cetonas de bajo peso molecular (42) usando
como solventes benceno y éter de petróleo en la proporción de 1 a 2 y
comosolvente para los desarrollos,éter de petróleo con 4 %de éter e
tilico.

Sobre el mismo tema publicó un trabajo J.W.fihite (48),pero más am

plio,con el objeto de aplicarlo al estudio de un aceite esencial de man
zana (44). Usó comosolventes para los desarrollos distintos porcentajes
de hexano en éter etilico,según el tipo de aldehido o cetona involucrado.

Recientemente A.L.Hontes (45) utilizó esta técnica en la separación
de aldehidos y cetonas presentes en aceites esenciales,introduciendo al
gunas modificaciones en el tipo de columna,material adsorbente y solven
tes a emplearse.

También se han efectuado separaciones de este tipo sobre papel im

pregnado con ácido silicico (46) y (47).
los proponemosa continuación estudiar la aplicabilidad del "chrome

tostrip",es decir,de tiras de vidrio impregnadascon el material adsor
bente,a mezclas de aldehidos y cetonas presentes en aceites esenciales.

Se estudiarán cromato¿ra;icamentelas 2-4 dinitrofenilhidrazonas pu
ras; sus mezclas binarias y ternarias especialmente preparadas y se da
rán ejemplos de aplicación al análisis de las fracciones carbonilicas
de aceites esenciales actualmente en estudio.
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Método z La mezcla adsorbente está constituida por 4 partes de á
cido silicico de la casa L0pal que pasa pOI un tamiz de lOO mallas (co
rreSponde a un 60%del producto comercial) y 1 parte de bentonita que
es un silicato de la siáuiente composición z 8102 56%; A120313,4%; F
Fe203 3,270; OCa 2,1%; Olíg 4,75%; Hzo 23,43% .

Se efectuaron ensayos con distintos porcentajes de silicico-bentoni
ta resultando la anterior la más aconsejable (comportamientosimilar
presenta una mezcla de ácido silicico de 200 mallas y bentonita en la
proporción de 3:1).

Solventes z a fin de standardizar el método usamos en todos los ca

sos bencenopara la adsorción inicial. Para los desarrollos el mismo
benceno,1igroina con 20%de éter etílico y una mezcla de ambos en par
tes iguales. La ligroina se obtuvo destilando éter de petróleo y reco
giendo la fracción que destila entre 65-85 °C.

El material adsorbente se aplica sobre tiras de vidrio de 220 mn
por 15 mm,aunquela altura útil de la tira es de 200 mm.

Procedimiento.

l) Preparación de las tiras : hemos seguido el procedimiento acon
sejado por Kirchner (32) con ligeras variantes.

Se pesan y mezclan íntimamente en seco 19 gramos de á.silicico—
bentonita (4:1) con l gramo de almidón que actúa comoagente ligante.
Se agregan 36 ml. de a5ua,se homogeiniza la pasta,y con continua agita
ción se calienta en baño de agua a 85°C,durante llO segundos. Al cabo

de este tiempo la masa comienza a espesarse,pero se continua la Opera
ción otros 30 segundos. Se interrumpe el calentamiento,se agregan lO
ml.de agua con agitación,quedando la pasta lista para su aplicación.
Para ello se dispone la tira de vidrio entre otras dos colocadas 0,5
mm.másalto y se aplica la pasta con pincel. Se alisa posteriormente
de modoque resulte un espesor homogéneoy se lleva a estufa durante
40 minutos a 110 9C (con estufa con circulación de aire forzado se ob
tendría el secado en 15 min.(32) ).

Luego se actiVan las tiras por desecación al vació durante 30 min.
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Se emplea un vacío de 3 mmde Hg y un desecador con HO.K. Se acon

seja romper e1_vacio con aire seco. Para ello usamos un tubo en U relle
no con dehidrita,unido al desecador.

2) Desarrollo del "chromatostrip" :
Las cantidades antes estipuladas permiten obtener una serie de 12

tiras. Se dispone de sendos de tubos de ensayo de 200 x 20 mm. En cada
tubo se coloca l m1de la solución bencénica de la 2-4 dinitrofenilhi
drazona a ensayar. Se colocan las tiras y la solución asciende por ca
pilaridad. Cuandoel solvente na alcanzado una altura de lO cm.,se re
tiran las tiras y se dejan al aire unos minutos para que se evapore el
solvente. Esta operación que denominamosadsorción inicial,dura 30‘.

Luego debe efectuarse el desarrollo del cromatograma. Para ello se
dispone de otra serie de tubos con 2-2,5 m1de solvente fresco,y se co
locan las tiras una vez secas. El desarrollo se interrunpe cuando el
solvente ha alcanzado los 18 cm.,esto es,a los 90 minutos de'comenzado
el proceso.

Así queda caracterizado el RDde cada substancia o en el caso de
mezclas,se verifica si hubo separación,pudiéndose,en easo neáativo e
fectuar un nuevo desarrollo con otro solvente.

Por tratarse de substancias coloreadas,aparecen las bandas de co
lor neto sobre fondo blanco.

Los resultados obtenidos con los derivados de los aldehidos y ce
tonas se detallan a continuación.

Eggeriencia I°l
Dos series = 24 tiras. Solvente para desarrollos z benceno.

Carvona : presenta anillo basal de color naranja de 2 cm. Corres
ponde a zona de adsorción inicial. Sigue en zona en blan
co de 8 cm y banda de color amarillo opaco de 40 mmque

alcanza los 14,1 cm. RD= 0,78

Citral : solo se observa un anillo basal de color naranja fuerte,

que alcanza los 9 cm. RD= 0,50
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Mentona : presenta un anillo basal de 2 cm y una banda de color

amarillo brillante, de 4 cmde espesor que alcanza los
15,0 cm.de altura BD= 0,83

ïezcla z carvona - citral
Se observan ¿cs bandas coloreadas : banda inferior de 68

mmy de color naranja. Corsesponde a Citral
Banda superior,de color amarillo débil y fraite de banda
a 14,5 cm.de 1a base. Corresponde a carvona .
El resto de la tira se presenta incoloro. Se sobreentien
de que ello ocurre en todos los casos si¿uientes.

Mezcla : carvona - mentona

Se observa una única banda coloreada de 30 mmque alcanza

los 15,1 cm de desarrollo . No se obtiene separación ni
con dos desarrollos.

¿ezcla z citral —mentona
Se obtiene muy buena separación.
Banda superior de O a 7 cm.,anaranjada.Corresponde a citral

" inferior: 9,2e 14,5 cm. amarillo canario : mentona

Exoeríencia H°2

Objeto : determinación de los BDde benzaldehido,alcanfor y fenchona,
y resolución de sus mezclas binarias. Paralelamente se efec
túa un ensayo con carvona para cotejar la similitud en la
‘re aración de las tiras,con los de la e' eriencia anterior.P

Qengglgenigg : no se observa practicamente el anillo basal de adsor
ción; solo se apreCia un tono ligeramente más oscuro
que en la parte superior de 1a tira.
Se caracteriza por una banda de 85 mm,decolor amari
llo canario y RD= 0,72

Alcanjgg;: presenta una banda de color amarillo de 30 mm.
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Alcanfor (cont.) Ho presenta anillo basal RD= 0,82

Fenchona : semejante al anterior. RD= 0,83

Mezcla z benzaldehido - alcanfor

Con benceno como solvente no se obtuvo separación. Se e
fectuó un nuevo desarrollo con ligroína más 20%de éter
etilico,con buen resultado. Se obtuvieron dos bandas con
una separación de 5 mm.

Banda superior de color amarillo z Élcaníor
" inferior " " anaranjado g benzaldehido

Mezcla z benzaldenido - fenchona

Se obtuvo un resultado análogo al anterior,es decir que
el aloanfor y 1a fenchona tienen un comportamiento simi
lar. De allí también que en una mezcla de ambos no se ob
tiene separación.

Carvona (de referencia) : anillo de 33 mm,amarillo débil RD= 0,79

Experiencia E0 3

Objeto : determinación de los BDde sainillina,aldehidos salicílico
y cinámico y resolución de sus mezclas binarias.

Vainillina ; presenta solo una banda basal de 36 mm,decolor rojo

' laïillo neto RD= 0,20

Aldehido salicílico : presenta una banda de cobor amarillo OpaCO

de 4o mm BD = 0,44

Aldehiño cinámico : presenta una banda de color naranja vivo,de 60
mmy un valor de RD= 0,68

Carvona (de referencia) : anillo amarillo débil RD= 0,79

Mezclaz vainillina - salicílico
Se observan cuatro bandas :
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l) banda inferior rojo ladrillo de 32 mmy RD= 0,17
Correspondea vainillina

2 banda en blanco de lO mm

3) banda de color amarillo opaco,de 38 mmy RD= 0,44

V

4) banda superior en blanco de lOO mm.

vainillina - cinámico
Conoen el caso anterior,se obtienen dos bandas coloreadas.

l) banda inferior de 30 mm,decolor rojo ladrillo BD= 0,16
Correspondea vainillina

2) banda superior de 64 mm,de color rojo anaranjado RD=0,66
Corresponde a cinámico

cinámico- salicílico
Conun solo desarrollo se obtiene una banda continua.efec—

tuéndose entonces un segundo desarrollo,siempre con benzol.
Se obtienen entonces dos bandas z
banda inferior de 28 mmy límite frontal a ll cm de la base.

Correspondea salicílico.
banda superior de 31 mm. Corresponde a cinámigg.
Zona intermedia en blanco de 12 mm.

Experiencia N° 4
Objeto

Lauraldehido :

caracterización de aldehido laúrico,furfural y heliotr0pi
na. Resolución de sus mezclas binarias.

se caracteriza por un anillo de color amarillo débil
apenas perceptible y valor muyalto de desarrollo.
RD = 0,86

Furfural : presenta una banda rogiza de 20 mmy RD= 0,77

Piperonal z banda basal de color rojizo débil y RD= 0,32

Las mezclas binarias de lauraldehido-piperonal y furfural
piperonal desarrolladas simultaneamente,se resolvieron con
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netas separaciones de bandas,dado la gran diferencia en
los BD valores.
En cuanto a la mezcla lauraldehido-Íurfural,se recurrió a
un segundo desarrollo con la mezcla benzol-ligroína (1:1)
obteniéndose dos bandas separadas.
Banda superior de 5 mmde color amarillo débil y con frente

de banda a 17,2 cm de la base. Corresponde a laúrico.
Banda inferior de 20 mmde color rojizo z furfural
Banda de separación en blanco de 22 mm.

Experiencia N° 5
Objeto z resolución de mezclas binarias de carvona y cada uno de los

2-4 restantes,excepto las mezclascon vainillina,salicilico
y heliotropina que se dan por resueltas,dadas las netas di
ferencias en sus BD.

Mezcla : ggrïgna - cinémigg
Solvente : ligroina +20%de éter etílico.
Se observa :
l) zona basal incolora de 25 mm.

2) banda de 85 mmde color rojizo con borde amarillo.RD=O,66
Corresponde a cinámico

3) zona en blanco de ll um.

4) banda amarilla de 24 mmy BD= 0,79 : carvona

Mezcla : carvona - benzaldehido
Se efectuaron dos desarrollos ,primero con la benzol y luego
con ligroina + 20%de éter etílico sin obtenerse separación.

Mezcla : carvona - alcanfor
Solvente : ligroína + 20 %de éter etílico.
Se aprecian dos bandas sin zona de separación :

B.superior de lO mmy color amarillo canario RD= 0,86
Corresponde a alcanfor
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Banda inferior de 20 mmy color amarillo parduzco.RD = 0,81

Mezcla z

Corresponde a carvona
carvona - lauraldehido:
Solvente z ligroína + 20 %de éter etílico.
Se obtienen dos bandas bien separadas :

banda superior de 3 mm,decolor amarillo débil y RD= 0,93
Corresponde a lauraldehido

banda inferior de 14 me color 3313:1110opaco RD= 0,81
Corresponde a carvona

Ezperiencia N° 6
9bjeto z resolución de las mezclas de citral y cada uno de los de

rivados restantes,excepto las mezclas con alcanfor,fencho
na y laureldehido que se consideran resolubles.

Mezcla citral - cinámico

Mezcla :

Mezcla :

Se observan dos bandas con lO mmde separación entre ambas.

Banda superior de 40 mm,de color amarillo rojizo y RD= 0,63
Corresponde a oinémico

Banda inferior de 38 mmy color rojo ladrillo. RD= 0,36
Corresponde a citral

ci tral - benzaldehido
En este caso comoen el anterior,se usó como solvente la

mezcla de ligroína á 20%de éter etílico. Se obtiene:
l) b.superior de color amarillo OpaCOy BD= 0,63

Corresponde a benzaldehióo
2) zona intermedia en blanco de 15 mm

3) b.inferior de color amarillo rojizo y RD= 0,38.Citral

citral - vainillina
Se usó el mismosolvente del caso anterior. Se observan

dos bandas juntas.
B.superior de 38 mmy color rojo ladrillo :
B.inferior de 23 mmy " " viláceo :

gltral
vainillina



Mezcla

Mezcla

Mezcla
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citral - galicilico
Se efectuaron dos desarrollos sin obtenerse separación.

citral - furfural
Solvente : benceno . Se obserVan dos bandas separadas z

y RD= 0,77 furfural
" " = 0,48 Citral

B.superior de color amarillo rojizo
B.inferior " " anaranjado

citral - piperonal
Solvente z benceno .

b.superior de color anaranjado y frente de banda en 9
Se obserVan dos bandas juntas :

cm.

Corresponde a citral
b.inferior de color rojizo débil y frente de banda en 6 cm.

Corresponde a piperonal.

Egperiencia N° 7
Resolución de mezclas binarias en las cuales interviene el derivado
de la mentona

Mezcla

Mezcla

mentona - cinémico

Solventes : benceno. Se obtienen dos bandas bien separadas :

banda superior amarillo brillante,de 25 mmy RD= 0,83
Corresponde a ggnjgga

Anillo intermedio en blanco de 8 mm.

Banda inferior anaranjada de 50 mmy BD= 0,65 : ginámico

mentona - benzaldehido
En un primer desarrollo con benzol se obtuvieron dos bandas

juntas. Se efectuó entonces u segundo desarrollo con ligroí
na + 20%de éter etílico,con el si¿uiente resultado :
1) b.superior de 20 mn,color amarillo vivo y frente de banda

en 17 cm. Corresponde a mentona
2) zona intermedia en blanco de 50 mm

3) banda inferior de 30 mm,decolor anaranjado y con frente

en 14,5 cm. Corresponde a benzaldehido.
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Mezclas g mentona - alcanfor y mentona - fenchona

En ambos casos se desarrolló primero con benceno y luego

con ligroina + 20%de éter etílico sin obtenerse separa
ción. Se observa una única banda amarilla de 30 mmque
alcanza los 15 y 17 cm,1uego de cada desarrollo.

Mezcla mentona - Íurfural
Se recurrió al mismoorden de desarrollos que en el caso
anterior. Se obtienen dos bandas juntas z
banda superior de 18 mm,decolor amarillo vivo,que alcan

za los 17,2 cm de desarrollo. Corresponde a ggnjgng
banda inferior de color rojizo que alcanza los 15,4 cm.

Corresponde a furfural

Mezcla : mentona - laúrico

No se obtiene separación luego de efectuados dos desarro
llos con los mismossolventes de los casos anteriores,lle—
¿ando el frente de la única banda a 17,2 cm de la base.

Ezperiencia N° 8
Objeto : resolución de diez mezclas binarias,especialnente prepara

das.

Mezcla : cinámico - alcanfor
Con solvente N° l (benceno) no se obtuvo separación.
Con " N5 2 ( ligroina + 20% de éter etílico) se ob
tienen dos bandas coloreadas,con una zona intermedia,en

blanco de lO mm:

banda inferior rojiza con frente a 14,0 cm. Benzaldehido
" superior amarilla " " ” 17,3 cm. Alcanfor

Análogo comportamiento presenta la mezcla :
Cinámi co — fenchona



Mezcla

Mezcla

Mezcla

Mezcla

Mezcla

Mezcla

Mezcla

Mezcla
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z cinámico - furfural

Los desarrollos efectuados con benceno permitieron obtener:
l) banda superior rojiza a 15,0 cmde la base. FurÍural
2) " inferior anaranjada a 13,0 cm . Cinámico
No se obtiene zona en blanco de separación.
1 1 v - -. - Í 'z oenzaldenico - elnamico

No se obtiene separación.Una sola banda luego de dos desa
rrollos con benceno.

benzaldehido - furi'ural
Resultado análogo al anterior.

cinámico - piperonal
Solvente : benceno . Se observan dos bandas,anchas,apenas
separadas z
banda superior de 50 mmy RD= 0,68. Cinámigg

" inferior de 58 mmy RD= 0,33 Piperonal

benzaldehido- giperonal.
En este caso la separación es neta. Se obtiene una banda
inferior análoga a la anterior : pigeronal; una zona in
termedia de 40 mmy una banda superior de 30 mm,de color

anaranjado y BD= 0,72. Mldehido

z alcanfor - lauraldehido
No se obtiene separación luego de dos desarrollos con sol

.
Iventes ¿01 y H0 2 respectivamente.

: alcanfor - furfural
Se desarrolló con solvente F° 2. Se observa:
l) b.superior de lO mm,decolor amarillo canario : alcanÍor
2) zona intermedia en blanco de 6 mm.

3) b.inferior de 18 mny color rojizo : Íurfurgl
: fenchona - lauraldenido

Efectuados dos desarrollos con solvente N0 2,no se obtuvo
separación.
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.CUADRO DE SEPARACIOLÏ DE MEZCLAS BINARIAS DE 2-4 DIÍÍITROFENIIF

—HIDRAZON;A_5 DE ALDEHIDOS Y CETONAS

o Xrd
-¡-| m8o'GGJHm-s-H :—|gfigfizagzqsaomo‘Emag-H¿12g 2305.5 usa-H85:28)ch

Carvona -

Citral A 

Eentona X A -—

Cinámico A A A 

Benzaldeh. X A A X -—

Alcanfor A B X A A 4+

Fenchona B B X B A X 

Vainillina B A B A B B B 

Salícilico B X B A B B B A -

Laúrico A B X B B X X B B -—

Furfural X A A A X A B B B A —

q Piperonal B A B A A B B A A é A

-Nota : X indica mezclas no resolubles
A " " resueltas

B " " cuya resolución se prevea.
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b) Determinación de los valores Hpde 2-4 dinitrofenilhidrazonas.

Para que tenga utilidad el valor RFcomodato analítico de identi
ficación de aldehidos y cetonas,hay que standardizar minuciosamentela
forma de proceder,de modode obtener valores reproducibles.

En la parte teórica nos hemos referido a las condiciones básicas y
a las variables a las cuales hay que referir estos valores.

A los efectos comparativos trabajará con una cantidad fija de deri

vado: 0,1 mgpor tira. Comoel RF es función de la concentración,no
conviene trabajar con soluciones comoen el caso de los BD,sino deposi
tar unas gotas en el extremo de la tira,dejar evaporar el solvente y
lue¿o desarrollar con solvente fresco .

Las gotas deben depositarse a una distancia del extremo de la tira

tal que al colocar esta en el tubo de prueba,el solvente no moje la man
cha sino luego de haber ascendido capilarmente un centimetro,al menos.

En todos los casos hemos usado benceno como solvente para los desa
rrollos.

Las tiras se preparan comose indicó en la primera parte de este

capitulo. Una vez listas se les marcan dos trazos a 3 y 18 cm de la
base,respectivamente.En la primera se depositan las gotas de la solu
ción bencénica del derivado en estudio (No de gotas que corresponda a
0,1 mg.de soluto). Se deja evaporar el solvente y se coloca la tira en
el tubo de prueba que contiene 2 ml de solvente fresco. Cuando este ha
alcanzado la traza superior,se interrumpe el desarrollo. Se mide la al
tura alcanzada por la banda y se divide por los 15 cm que ha recorrido
el solvente respecto de la substancia adsorbida.

Los valores asi determinados junto con los colores de las bandas
obtenidas,se dan eh el cuadro que sigue.

Se ha estudiado comparativamente una muestra de 2-4 dinitrofenil
hidrazina ( ensayo en blanco).
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Tabla N° 2 .- ggtudio cromatogréfioo de muestras puras de

2-4 dinitrofenilhidrazonas de aldehidos y oetonas.

S1RFS2
(N-4 dinitrofenilh.) 0.00 0.00

Carvona 0.77 0,80 amarillo opaco

Citral 0,55 0,15 anaranjada

Mentona 0,85 0,90 amarillo

Cinámico 0,72 0,51 anaranjado

Benzaldehido 0,69 0,36 amarillo naranja

Alcanfor 0,82 0,78 amarillo canario

Fenchona 0,83 0,87 " "

Vainillina 0,12 0,07 rojo violéceo

Salicilico 0,45 0,14 amaïillo

Laúrico 0,86 0,75 amarillo débil

Furfural 0,72 0,40 amarillo rojizo

Piperonal 0,43 0,13 rojo débil

p-Anisaldehido 0,45 0,14 rojo ladrillo

Pulegona 0,54 0,78 amarillo intenso

Altura alcanzada por el solvente z 15 cm.

Cantidad adsorbida : 0,1 mg \
Tiempo total de desarrollo z 90 minutos.
S l : benceno S ; 2 ligroina + 20&de éter etílico
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c) Resolución de mezclas ternariag

Alos efectos de estudiar sus posibilidades prácticas,se han re
suelto las siguientes mezclas ternarias,especialmente preparadas.

El modode proceder es análogo al de las mezclas binarias.

l) Mezcla mentona- cinémico - vainillina
Solvente : ligroína + 20 %de éter etílico.
Se obtienen tres bandas coloreadas,separadas por tres en blanco:
Banda de 25 mm,decolor violeta rojizo RD= 0,14 Vainillina

" " 20 mm en blanco

" " 65 mm,de color amarillo débil RD = 0,64 g1_n_¿_m_i_c_ó
" " 10 mm en blanco

" " 25 mmde color amarillo neto RD= 0,85 Mentona
" " 25 mmen blanco.

2) Mezclacarvona - salícilico - vainillina
Se obtienen tres bandas coloreadas y solo dos en blanco,usando
el mismosolvente del caso anterior;

Banda de 25 mm,decolor violeta rojizo RD= 0,14 Vainillina
" " 85 mm,decolor amarillo rcjizo.BD = 0,33 Salicílico
" " 60 mm en blanco.

" " 30 mm,de color amarillo Opaco BD= 0,83 Carvona
" ú 30 mmen blanco.

3 Mezclaalcanfor - cinámico - salicílico
V

Solvente : benzol. Se observan tres bandas netas ,sin separación
entre 1a superior y la media:

banda sugerior de 10 mm,amarillo canario BD= 0,86 Alcanfor
'" media " 20 mm,anaranjada RD= 0,80 Cinámigg

" inferior " 20 mm,amarillo Opaco RD= 0,50 Salicílico
4) Mezcla fenchona - benzaldehido - citral

Solvente : benzol - ligroína + 20 %de éter etílico (1:1)
Separación neta. Fondo blanco entre las tres bandas coloreadas
que corresponden desde 1a parte superior,a los derivados en el
orden arriba indicado.
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d) Aplicación al estudio de aceites esenciales

Hemosaplicado el "chromatostrip" comouna guía acerca de las po
sibilidades de separación (o resolución) cromatográfica de mezclas de
2-4 dinitrofenilhidrazonas correspondientes a fracciones carbonilicas
de aceites esenciales.

El derivado mencionado se prepara según la técnica de Scholtens
descripta en (48). El procedimiento de separación es análogo al ya
mencionado.

Muestra N01 Derivados de los componentes carbonilicos del aceite
esencial de cedrón

Adsorción inicial: presenta una banda homo¿éneade color amarillo
débil que alcanza los 7 cm de altura.

Desarrollos : con benzol se obtiene una bandade 5 cm y RD= 0,86
con ligroína + 20 %de éter etílico ,dos bandas:

Banda superior,de color amarillo canario y BD= 0,80
" inferior " " marrón claro yRD=O,’74

Conclusión : en el cedrón hay al menos dos compuestos carbonilicos.
Se adonseja su identificación por columna clásica,usan—
do solvente N° 2 para los desarrollos.

Muestra No 2 Menta arvensis
Se prepara solución en benzol conteniendo 0,4 mg/ml.

Adsorción inicial: Banda anaranjada que alcanza los 7 cm.
Desarrollos : con benzol se obtiene una banda de 2 cm y color ro

jizo fuerte BD= 0,76
con ligroina se obtiene la mismabanda,pero más di

fusa BD= 0,88

Conclusión z no se puede revelar más que un componente. Aumentando
la concentración a l mg/ml,la banda cubre ¿ran parte
de la tira.

Muestra N0 3 Menta pulggium

Se prepara solución conteniendo 0,4 mg/ml en benceno.



Adsorción inicial z banda amarilla con frente en 7,5 cm.

Desarrollos : con benzol se obtiene una banda de 3 cm y de color

marrón amarillento BD= 0,83 (l)
con ligroina se obtiene la misma banda pero más des
plazada y difusa.

Se efectúa un nuevo desarrollo con liároína en (l). Se aprecia en
tonces un liáero anillo amarillo en la parte superior de la banda
marrón claro. Es decir que hay un compuesto pricipal y uno en can
tidad muchomenor. Se recurrió entonces a la columna clásica (45),

aislándose un compuesto fuertemente adsorbido,de color rojizo y
punto de fusión correspondiente al derivado de la pulegona.

Muestra H°4 Aceite esencial de pichana (Heterothalamus Spartioi
des, Hucker-Arnott)

Las presentes experiencias las hemos efectuado en colaboración con
J.Braun,comocontribución de la presente técnica al análisis del a
ceite esencial de pichana (49).

La fracción carbonílica de dicho aceite,obtenida mediante pre
cipitación con 2-4 dinitrorenilnidrazina,se trató con alcohol etílico
a 95° en caliente,quedando una fracción insoluble,de aspecto viscoso y
tono rojizo,que llamaremos fracción I ; la solución precipita al enfriar;
se la fracción soluble que llamaremos S.

Ambasfracciones se estudiaron cromatograficamente por separado.

Fracción I Se disuelve en benzol con facilidad en la proporción
de 0,3 mg/ ml .
La adsorción inicial revela ya dos bandas : una supe

rior de 35 mmy color amarillo y una inferior de 40 mmy color a
marillo naranja,con neta separación.
Desarrollos : con benzol dos bandas netas

Banda superior de 20 mn y RD= 0,86

" inferior de 25 mm y RD= 0,53

Se repitió con solución ¿e concentración doble y usando ligroína +
20%de éter etílico comosolvente para los iesarrollos.



Se obtuvieron solo dos bandas,como en el caso anterior,pero más se

paradas y más anchas. Asi la banda inferior tiene un un RDe 0,31 y
la superior un RD= 0,33.
Conclusión z en la fracción carbonilica del aceite esencial de pi

chana hay dos componentes en proporciones semejantes.
Estos resultados nos condujeron a intentar la separación en bandas

cromatogréficas, a los efectos de obtener cantidades suficientes pa
ra otros ensayos fisicos (ver pág 35).

Fracción S Se disolvió en benzol en la proporción de 4mg/ml (so
lo 0,3 ml de benzol bastan para disolver los 4 mg.)

Adsorción inicial : muydébi1,banda amarillo naranja hasta 3 cm.
Desarrollos : con benzol la banda mencionada avanza apenas 2 cm.,

pero se desarrolla un anillo amarillo débil que al
canza los lO cm.

Conligroina ocurre lo mismo,pero la banda superior
I - qse presenta mas diiusa.

Conclusión : en la fracción S hay un componente principal y uno
presente comoimpureza. Se puede purificar facilmen
te porque aquel constituye la fracción más adsorbida.
Se aconseja recurrir a las bandas cromatográficas.
( ver pág 85 ).
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e) Empleo de bandas cromatqgráficas

Si bien el "chromatostrip" resulta útil en la resolución de
algunas y mezclas y permite ensayar rapidamente adsorbentes y solven
tes a seleccionar antes de recurrir a la macroseparación,presenta la
dificultad de que las cantidades recuperables por elución,no son sufi
cientes para efectuar otros ensayos confirmativos sobre la naturaleza
de la substancia separada.

Ya hemos dicho que una solución consiste en recurrir a la columna
clásica o al "CHromatobar",nueva técnica que hemos ensayado y comentado.

Muchomás simple nos pareció recurrir directamente a macro separa
ciones en macro tiras que trabajan igual que el "chromatostrip",es de
cir que la solución primero y el solvente después ascienden por capila
ridad. De esta manera se puede pasar de la micro a la macro escala,con
mejoresposibilidades de repetir las condiciones operatorias.

Las desventajas que a priori parecerian presentarse son : l) un
tiempo mayorpara efectuar una dada separación al prescindirse de la
succión por vacío y 2) una menor relación masa adsorbente a masa adsor
bida. Tales desventajas no son significativas,según se demostró experi
mentalmente. Ademáspresentan la comodidad de poder dejar un desarrollo
en marcha de un dia para otro.

Las posibilidades de estas macro tiras -a las que denominamosban
das cromatográficas- las hemos estudiado resolviendo mezclas preparadas
y desconocidas.

Procedimiento : la mezcla adsorbente se prepara igual que en el ca
so de las micro tiras,pero para una serie de 4 macrotiras se necesitan:
45,6 gr de mezcla adsorbente ; 2,4 de almidón y 86 ml de a¿ua.

Se usa un distribuidor de solventes,análo¿o al descripto en la pá
gina 17-. El mismo se llena hasta la mitad con la mismapasta que se
emplea en las tiras, y lue5o con ácido salicilico puro,sobre el cual
se apoyarán las bandas.

La solución de 1a substacia o mezcla a cromato¿rafiar se pulveriza
en una angosta zona basal o se adsorbe hasta unos 8 cm.com0 en el caso
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de los "strips". Convienepreparar esta solución con una concentra
ción de 2 Ing/ml.

Se dispone de una probeta de 40 cm de altura en cuyo fondo se colo

can el solvente fresco a usarse y el distribuidor. Sobre este se dispo
nen las cuatro tiras.

Cuandoel solvente alcanzó los 80-35 cm se interrunpe el desarrollo,
se sacan las bandas y se dejan unos minutos al aire para permitir la e
vaporación del solvente. Pueden efectuarse varios desarrollos en esta
forma,según las necesidades. En este caso,claro está,la elución de un
componente de la columna no se obtiene,pero se puede concentrar el com
ponente menos adscrbido en el borde superior de la tira o banda.

Posteriormente se "cortan" cada una de las zonas coloreadas por se
parado; se eluye con éter etílico,continuandose con las Operaciones co
rrientes: separación por filtración del material adsorbente; evapora
ción del eluyente; redisolución y nueva cristalización del adsorbato.
Finalmente se efectuó la identificación por algunas constantes fisicas
( eventualmente se puede completar por composición centesimal ). En
las operaciones cuantitativas se debe recurrir a una extracción con
Sohxlet.

Resultados l) Mezclaalcanfor - cinámico - vainillina.
Se disuelven 20 mg de la mezcla en 40 ml de benceno.
Se efectúa una adsorción inicial y tres desarrollos con 50 ml de
benzol cada uno. Se obtienen entonces tres bandas de color,perfec—
tamente separadas :
banda superior de 30 mmy color amarillo canario. Por elución y
recristalización se obtiene un derivado de punto de fusión corres
pondiente al alcanfog. ‘
banda media de 50 mm,de color anaranjado . Corresponde a cinámico.
banda inferior de 80 mmy color rojo oscuro. Se aisló una substan
cia de Pf correspondbénte al derivado de la vainillina
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2) Fracción I del aceite esencial de pichana (pág 34)

Se trabaja con 30 mg de la mencionada fracción que se disuelve en
lSmldebamam.

Se efectúa una adsorción inicial y tres desarrollos con la mezcla
de benzol y ligroína + 20%de éter etílico.

Se aprecian las dos bandas que se habian revelado con los "strips"
A1 tercer desarrollo la banda superior se encuentra concentrada en

el borde superior de la tira. Se la separa por corte del material ad
soroente y elución con éter etílico.

Continuando con las Operaciones descriptas,se obtiene un derivado
de punto de fusión = 172-173 °C y de fuerte color rojizo.

La banda inferior se somete a nuevos desarrollos a fin de purifi
carla de restos eventuales de la banda superior. De ella se obtiene un
derivado de color anaranjado y punto de fusión = 136-137 oC.

La dilucidación final de ambosderivados está actualmente‘en estu
dio (49).

3) Fracción S del aceite esencial de pichana

Se recurre a las bandas cromato5ráficas para su purificación (pág 34)
Para ello se disuelven 8 mg del derivado en 4 ml de benzol y se

pulveriza la solución en 1a base de dos bandas.
Se desarrolla con 50 ml de benzol.

Luego de dos desarrollos se aprecia el siguiente cromato¿rama :
banda inferior de 9,8 cm,de color anaranjado intenso,apenas des
plazada 2 cmcon respecto a la posición inicial.

zona en blanco de 7 cm. _
banda superior de 3 cmy color amarillo débil (inpureza).

Después del tercer desarrollo se separan ambas bandas por corte de
la capa adsorbente,aislándose ambosderivados por elución con éter eti
lico. La caracterización final de los mismosestá actualmenteen estudio.
comoel caso anterior (49).
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Capitulo II Separación de mezclas gg semicarbazonas

La literatura quimicano registra antecedentes relativos a la reso
lución cromatográfica de mezclas de semicarbazonas.

Sin embargo y.a pesar del éxito obtenido con el empleo de las 2-4
dinitrofenilhidrazonas,hemos querido ensayar el comportamientode las
semicarbazonas derivadas de aldehidos y cetonas,por el empleo que tiene
el mencionadoderivado en el análisis funcional ongánico.

Hemostrabajado con semicarbazonas correspondientes a : benzaldehi
do ; cinamaldehido ; aldehido salicilico ; vainillina ; citral ; pipe
ronal y acetofenona.

Todas ellas presenta absorción en el ultravioleta y comoson incolo
ras,hemos recurrido a tiras fluorescentes de acido silicico pretratadas
con RodaminaG.(ver capitulo siguiente)

Se ha trabajado primero con muestras puras y luego con mezclas bi

narias. hemos ensayado también otro tipo de bandas fluorescentes según
el método de Sease ya mencionado.

Se han probado distintos solventes y en general no memosobtenido

resultados satisfactorios. Solo cuatro semicarbazonas se pueden reve
lar bajo luz ultravioleta. Por lo tanto solo estudiamos las mezclas bi
narias por ellos constituidas.

Comosolvente (inicial y para los desarrollos) conviene emplear al
conol etílico de 95 o de 50 grados. El primero tiene el inconveniente
de que solubiliza parcialmente la rodamina de la tira,que queda enton
ces menosfluorescente y con un fuerte anillo en la altura alcanzada
por el solvente. Se evita esta dificultad comparandoen cada caso con
un ensayo en blanco (hemos ensayado sin éxito reemplazar la rodamina
por sulÍuros fluorescentes de zinc y cadmio,de acuerdo a Sease).

Procedimiento z l) preparación de las soluciones: se preparan solucio
nes de cada semicarbazona en alcohol etílico a 50°

conteniendo cada una 0,25 mg/ml.
2) adsorción inicial : en sendos tubos de ensayo se

vierten 1,0 ml.de la solución en estudio.
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Se colocan las tiras y se espera a que el solvente haya
alcanzado los 10 cm. Tiempo de adsorción : 30-40 minutos.

Desarrollos : una vez completada la adsorción inicial se dejan las ti
ras al aire para que se evapore el solvente. Comohemos
empleadoun solvente acuoso,conviene llevarlas a estufa.
Se efectúa el desarrollo con 2,5 ml del misumsolvente o

con EtOH a 95° . Tiempo de desarrollo : 90-100 minutos.
Se repite la operación de secado anterior y se observan las tiras con

luz ultravioleta en cuarto oscuro. La banda de adsorción se reVela co
mozona oscura sobre fondo brillante.

A continuación se detallan algunos resultados z

Aldehido salicílico : la zona de adsorción es visible a simple vis
ta. Conluz ultravioleta presenta fuerte fluorescencia celeste,des—
de la base hasta una altura de 7,5 cm. RD= 0,42 con EtOH a 95°

Benzaldehido : desarrollado con alcohol a 95° presenta un débil a
nillo oscuro de BD = 0,48
Cinámico : presenta una banda neta de 12 mmy RD: 0,83 con EtOH

y RD = 0,70 con EtOH a 50 °.

Vainillina : revela una adsorción más débil que las anteriores,pués
con EtOH el frente de banda alcanza los 17,0 cm.

BD: 0,94 y con alcohol a 50° RD= 0,80

Las restantes semicarbazonascorrespondientes a citral,piperonal y
acetoienona no revelaron adsorción por ésta técnica.

En un estudio integral al respecto deberian enSayarse nuevos adsor
bentes y nuevas técnicas de revelado,pero ello está fuera de los propó
sitos de este trabajo. Por otra parte nos eximede intentarlo las ven
tajas obtenidas en la separación de alóenidos y cetonas como2-4 dini
trofenilnidrazonas.

En cuanto a las mezclas binarias ensayadas se obtuvo separación neta
en las mezclas de salicilico con cinámico y vainillina y de benzaldehido
con las mismas. Las restantes mezclas presentan sus bandas contiguas.
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Capitulo III Separación de mezclas binarias de 3-5 dinitro
benzoatos de alcoholesgpresentes en aceites esenciales

Mhypocos trabajos se han publicado respecto a la separación croma
tográfica de alcoholes (40). ‘

Unprimer trabajo sistemático se debe a White y Dryden (50)-que se
pararon alcoholes alifáticos por adsorción cromatográfico de sus 3-5 di
nitrobenzoatos sobre columnafluorescente y aplicaron el método al estu
dio del aceite volátil de manzana(44).

Posteriormente E.Clavet (51) aplicó el mismométodo a 1a separación
de alcoholes alifáticos superiores y aromáticos.

Ambosestudios utilizan macrotécnicas. Recientemente se ha publica
do un trabajo para dosar cuantitativamente muypequeñas cantidades,que
emplea el mismo tipo de columna y dosa espectrofotometricamente los 8n5

dinitrobenzoatos de alquilo,en las distintas fracciones del eluato.
En el presente capitulo estudiaremos la aplicabilidad del "chroma

tostrip" a la separación en micro escala de los derivados mencionados,
es decir,una técnica rápida que proporciones una idea de la pureza de
una dada muestra,de sus posibilidades de resolución variando las condi
ciones de trabajo,de modo de recurrir luego a la columna como ensayo
final para la separación,aislación e identificación de los componentes.

Estando este trabajo en realización llegó a nuestro conocimiento
un estudio de Rice,Kirchner y Leller (47) que con igual objeto ensaya
ron la separación de 3-5 dinitrobenzoatos sobre papel. Los mejores re
sultadOS 10s obtuvieron sobre papel impregnado con ácido silicico que
en nada mejora la técnica del "cromatostrip". Por otra parte resolvie
ron mezclas distintas a las por nosotros estudiadas.

Procedimiento : preparación de las tiras : la pasta a aplicar está
constituida por adsorbente y ligante. No emplearemosen este caso
"filter aid" porque disminuyeel poder adsorbente de las tiras.
Comoadsorbente se usa,de acuerdo a White y Dryden (50) una mezcla

de ácido silicico y BcdaminaG. en la prOporción de l mgpara 15 gr



de ácido silicico. La pasta se prepara con 19 gr de silicico-rodami

na y l gr de almidón. Los detalles de la preparación son análogos a
los ya citados.
Preparación de las soluciones z las soluciones a percolar se prepa
ran en la proporción de 0,3 mgpor mililitro. Convieneproceder asi:
l Hg del 3-5 dinitrooenzoato de alquilo se disuelve en l m1 de bence
no y se agregan 3 ml de n-hexano.

Solventes para desarrollos : se han empleadodistintas pr0porciones
de éter etílico en hexano nonaal. Así denominaremos z

Solvente N° l a la mezcla de n-hexano - éter etílico (19:1)
H 2 H H H H H H _ H IO (

n No 3 ú n ú ú n n _ ¡o u ( 3:1)

Los 3-5 dinitrobenzoatos de alquilo nos fueron suministrados por el
Dr.Emilio Clavet,al cual le agradecemossu gentil colaboración.

EEhexano normal fué provisto por el Laboratorio de Investigaciones
de Y.P.F.

Desarrollos z se procede en una forma análoga a la descripta en el
capítulo anterior.

Observación final: se efectúa con luz ultravioleta mediante una lám
para de mercurio,marca Hanau Quarzlampengesellschartt,comunmente de
nominada lámpara de Wood.
Los resultad0s obtenidos se detallan a continuación.

Experiencia N°l
Se ensayarán los 3-5 dinitrobenzoatos de los alcoholes feniletilico

cinámico y geraniol. Se determinará su RDy se resolverán sus mezclas
binarias. Cada ensayo se efectúa al menospor cuadruplicado.

Solvente H° 2 Resultados z fenil etílico. BD= 0,53
cinámico RD= 0,49

geraniol BD= 0,76
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Mezclafïenil etílico - cinámico
I'

No se obtiene separación. Se ensayaron tres desarrollos.

Mezcla hfenil etílico - geraniol
Se obserran dos bandas de adsorción z

banda superior de RD= 146 mm/lBOmm= 0,77 .Corresponde a geranigl

" inferior " RD= 99 mm/l80 mm_ 0,55 fifenil etílico

Mezcla geraniol - cinámico
Se observan dos bandas z

banda superior con frente en 145 mm. Corresponde a geraniol
" inferior " " en 90 mm " a ginámico

ggpgriencia N° 2
Se ensayarán ,analogamente al caso alterior,los derivados de los
alcoholes bencilico, aterpineol y n-mentol.
Resultados : bencílico RD= 0,62

a-terpineol BD= 0,58
n-mentol RD= 0,84

Mezcla : bencílico - a-terpineol z no se obtiene separación.

Mezcla z bencilico - n-mentol : se obtienen dos bandas.

banda superior de RD= 157mm/ 180 mm Corresponde a n-mentol

" inferior " " = ll5mm/ 180 mm " a bencílico

a-terpineol - n-mentol
Se obtiene una neta separación de bandas,con valores de desarrollos
análogos a los ya citados.

Ezperiencia N°3
Se caracterizaron los derivados de los alcoholes z eugenol;timol y
nep-mentol.
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Resultados : eugenol RD= 0,58
1513101 =
l-mentol RD: 0,82

Mezclas binaria : eugenol - timol
Se observa una zona difusa,sin separación neta. Se recurre
a otro desarrollo con solvente N° 2,apreciandose entonces
dos bandas:

banda superior de RD= 0,92 que corresponde a timol
" inferior " " = 0,81 " " a eugenol

Mezcla egmol - mentol
Se obtiene una nítida separación con un solo desarrollo.

banda superior de RD= 0,83 l-mentol
" inferior " " = 0,58 eugenol

Mezcla timol - l-mentol
Presenta una zona difusa no resoluble con dos desarrollos.

En realidad las bandas están juntas pero de acuerdo a lo
establecido,damos comono separables a aquellas que no
presentan zona intermedia en blanco.

¿Experiencia N" 4
Se resolverán las mezclasbinarias constituidas por fenil etílico
y cada uno de los restantes derivados.

/Ófenil etílico - bencílico z no se observa separaciónH H _ H H H H
n ú _ “¿3101 n n n u

En todos los casos se usó,primero solvente N0 2 y luego solvente
N° 3 para lOs desarrollos,obteniendose una zona difusa y homogénea

Óde adsorción de z cm.,excepto en el case o mezcla con a-terpineol
,_

en el cual se observa un borde superior de o mmmucho más intenso

que el resto de la zona de adsorción.



{bíenil etílico —n-mentol : se obtiene separación netaH H - z H H H H

n n _ 1_men tol g n u u u

En todos estos casos se obtuvieron dos bandas nitidamente separa
das,con los valores de RDcorrespondientes.

Egperiencia H° 5
Se ensayarán a continuación las mezclas formadas por el 3-5 dini
trobenzoato de cinamilo y los restantes ,no estudiadas aún.
Dada la forma de actuar semejante de los derivados del cinámico y

fenil etilico,podrian obviarse estos ensayos que son en un todo
análogos a los de la anterior experiencia.
Sim embargo hemos encontrado una diferencia en 1a mezcla :

cinémico - timol : que requirió dos pasajes de solvente para su re
solución.
Ho se obtuvo separación en las mezclas z cinémico - a-terpineol y

cinémico - eugenol que proporcionaron una única zona homogénea.
Tampocose resolvió la mezcla cinámico - bencilico que presenta u
na banda inhomoaénea de 20 mm,de tono parduzoo más intenso en la

mitad superior.
Se obtuvo separación neta en las mezclas de cinámico con ambos men
toles.

Experiencia H° 6
Se determinará comparativamente geraniol - eugenol y n-mentol con
solventes N° 2 y 3. Se resolverán mezclas binarias de neo mentol
con timol y l-mentol.

Resultados z geraniol con solvente N°3 RD= O,81.Con N82 BIFO,75

eggenol " " " " 0,64 " ” RD=0,58
nzmgntgl " " " " 0,90 " " " :O,82



Mezcla n-mentol - timo; : se obtiene separación neta.

" n-mentom- l-mentol : se obtiene una zona única de adsor

ción,de tono parduzco intenso,que con el segmndodesarro
llo,alcanza el extremo de 1a tira. Es decir RD= 1

Egperiencia N° 4
Se resolvieron las mezclas binarias que a continuación se citan:

Bencilico - geraniol : se obtuvieron dos bandas,1a superior corres
pondiente a bencilico con BD= 0,58, y la inferior con RD= 0,76
que corresponde a geraniol. Se usó solvente H0 2.

gygenol - bencilico : a pesar de sus valores próximos de RDy en
contra de 10 que era dable esperar,se obtuvo buena separación lue
go de dos pasajes con solvente N° 2.
Bencilico - timol : se observa una única banda de 40 mm,luego del

primer pasaje con solvente H°2. Se obtiene separación al efectuar
se un nuevo desarrollo con solvente N° 3.

Bencílico - n-mentol : se obtiene separación neta con un solo pasa
je de solvente N° 2.

Experiencia N° 8
Resolución de mezclas en las cuales uno de los componentes es el
derivado del geraniol.

Geraniol - eugenol y geraniol - a-terpineol
¿Mybuena separación en ambos casos con un solo pasaje de solvente 2.

Banda superior de 8 mmy RD= 0,78 . Corresponde a geranigl
Zona intermedia de 24 mmen blanco.

Banda inferior de lO mmy BD= 0,60 a-terpineol o eusenol.
h

Geraniol - n-mentol : se observa una zona difusa,que se hace reso
luble por seáundo desarrollo con solvente 3.

No se obtiene separación en los casos geraniol-timol y



geraniol - l-mentol

Experiencia N° 9

Se han determinado los RDde los distintos derivados usando como
solvente desarrollador hexanonormal-éter etílico en la proporción
de (19:1),por ser esta la usada por otros autores (50).

Resultados : los valores numéricos obtenidos son menores que los co
rrespondientes a los solventes N0 2 y 3,pero guardan en general la
mismarelación entre si.

Asi el geraniol tiene un RD= 0,54 ; el n-mentol BÏF 0,63
el timol " " " _ 0,50 ; el a-terpineol" = 0,37

La mayor adsorción se explica por un menor poder eluyente de la mez
cla,al decrecer el porcentaje de éter etílico.

Se efectuó ademásla separación de las siguientes mezclas binarias:

a-terpineol - eugenol z no se obtiene separación

a-terpineol - timol z se requiere un segundo pasaje con solvente
WE3, para obtener separación.

a-terpineol - l-mentol z se obtiene separación neta con un solo pa
saje de solvente N0 2.

eugenol - n-mentol z con solvente N° 2 se obtiene separación neta.
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MEZCLIÉBINARIAS DE 3-5 DINITROBENZOA’LÜS DE ALQUILO ESTUDIADAS

—¡

fen.etÍ1. bene. geran. terp. eugen. n-men. cinam. tim

l) feniletíl. —

2) bencílico X 4-!

3) geraniol A A 

4) a-terpineol X X A 

5) eugenol X B A X ..

6) n-mentol A A B A A v 

r7) cinámico X X A X x A —

8) timol A B X B B A A —

9) 1-mentol A A X A A X A X

l

X ; indica que no hay separación

A z " separación en dos bandas con un desarrollo.

B : " " " " " con dos desarrollos.
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CAPITULO IV SEPARACION E IDENTIFICACION DE FENQLEÉ—- :

Antecedentes z la separación cromatogréfica de fenoles se ha estu
diado tanto en columna como en papel.

Según Grassman y Lang (58) cuando se absorben soluciones de fenol,
pirocatequina y resorcina y ácido gálico en metanol sobre columna de
alúmina o magnesia se obtienen bandas uniformes y homogéneas que pre
sentan Íluorescencia azul o violeta. La floroglucina presenta en cam
bio fluorescencia amarilla. Por otra parte Zecheister Y Cholnoky(59)
resolvieron mezclas de fenol - resorcina - pirocatequina y ácido ¿éli
co tratándolas previamente con ClBFe y cromatograriando los compuestos
coloreados.

Bielenber-C;y Fisher (50) tratan mezclas de hidroxi'cencenos con p

nitroanilina y cromatografiando,distinguen mezclas de timol y carvacrol
de otros fenoles.

Bray,Thorpe Y Willims 961) han separado 23 fenoles sobre pape1,usan
do varios solventes pero principalmente mezclas de benceno y ácido acé
tico. Evans,Par y Evans (62) estudiaron el metabolismo bacterial de los
compuestos fenólicos,caracterizando 21 compuestos y usando la reacción
de Pauli para el revelado,pero con valores muypróximos de BF en la ma
-- í q¿oria ce los casos.

Nosproponemosen este capitulo estudiar la aplicabilidad del "chro
matostrip" a la resolución de mezclas de fenoles y su posible indentifi
cación en ciertos casos particulares.
a) En el análisis de aceites esenciales,a un aceite desacidificado se

lo trata con RC.Ken solución acuosa para separar los Íenoles. Intere
sa conocer rapidamente sise trata de uno o varios Íenoles y tener una
guía sobre su naturaleza. En los aceites esenciales se suelen encontrar:
timol ; carvacrol ; eugenol ; chavicol y un oxiácido : el salicilico.
Corresponde pués desarrollar el cromatograma de cada uno de ellos y es
tudiar su separación en mezclas binarias. Ademásse aplicará este méto
do al estudio de las fracciones fenólicas de los aceites esenciales de



tomillo y pichana.

Procedimiento z el "chromatostrip" se prepara según 1a técnica ya
indicada,pero en este caso se usa una mezcla constituida por ácido sa
licílico y bentonita en la proporción de 6 a 1 .

Para una serie de 12 tiras conviene usar una mezcla de : 15,2 gr.

de salicíliko-bentonita ; 0,8 gr de almidón y 30 m1 de agua.

Se preparan soluciones de la muestra en benceno tal que 1 m1 de la
solución corresponda a 3-4 mg de fenol. En cada tira j a 3 cm del extre
mo se depositan por gotas 0,1 m1 de la solución (esto es 0,3 mg del fe
nol en estudio). Una vez evaporado el solvente se colocan las tiras en
los tubos de prueba gie contienen 2 ml del solvente a usarse. Cuando
este alcanzó los 18 cmde a1tura,se interrumpe el desarrollo.

Comosolventes se han ensayado : benceno,butanol y hexano con 15%
de acetato de etilo,recomendandose este último por ser más rápido y e
ficiente (desarrollos en 80 minutos contra lOO min. con benceno)

Comoreveladores se han empleado : el reactivo de Pauli (ácido sul
fanílico diazotado); C13Fe en solución acuosa ; HZSO4concentrado y p
nitroanilina diazotada. Se resolvió ad0ptar este último aunquepuede u
sarse indistintamente el reactivo de Pauli. EE32804 concentrado tiene
el inconveniente de que también actúa sobre la bentonita de la tira. Re
comendamossu uso en los casos de resulta os negativos con las anilinas,
efectuando las lecturas ense¿uida de haberlo aplicado.

Se usó p-nitroanilina Kahlbaumque se diazotó según el siguiente
procedimiento,original de Schwalbe (53) : se dispersan 2,07 g de p-ni
troanilina empastada con 5 cc de solución de HCl a 22 Bé en 150 cc de
agua conteniendo 12 % de HC1,a los cuales se agrega 200 m1 de hielo;

se agrega entonces de golpe 1,19 gr de HOZHaen solución acuosa al 15%

agitando hasta obtener una solución acuosa.

Ensayos con muestras puras. Iigglz se revela comoun anillo de co
lor amarillo naralja que expuesto unas horas al aire se torna rojizo.

Usando la mezcla de 15% de acetato de etilo en hexano (que llamare
mos solvente 1) se tiene un RF = 0,61 y con benceno (solvente 2) R3 =O,50



.,. c .

"enol presenta un anillo de 15 mm,decolor violáceo neto.

Expuesto al aire el tono pierde intensidad y se ha
ce parduzoo.
R

R

0,55 con 15%de acetato de etilo si hexano"¿J
ll

’11
ll O,40 con benceno.

Carvacrol z (de mezcla con timol)
_—— Presenta un anillo de color amarillo anaranjado.

BF = 0,52

Acido Salicílico

Presenta la particularidad de que actúa sobre la
bentonita de la tira,dando una coloración violácea.
lo que permite seguir su ascensión.

RF= 0,53 con la mezcla de acetato de etilo-hexano.
BF = 0,21 con benceno.

Separación de mezclas binarias.
Se efectuaron con mezclas especialmente preparadas

combinando dos a dos los fenoles ensayados.
Se procedió igual que para las substancias puras,u—

sando 0,4 mg de mezcla.
No consideramos necesario detallar el cromatograma

de cada un de las mezclas. El cuadro que sigue ilusta las separa
ciones efectuadas,todas con resultados positivos.

Con ++ indico separación neta . Con + bandas próximas.

Timol Eugenol Carvacrol
l) Timol -
2) Eugenol ++ —

3) Carvacrol ; + __
4) A.SaliCÍliC0 ++ ++ ++
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Aplicación a aceites esenciales

l) Aceite esencial de tomillo. Se procede de la siguiente manera:

Se tratan 5 m1 de esencia disueltOs en lO ml de éter de petróleo
con sucesivas porciones de HO.Kal 5%hasta que este pase incoloro. Se
separa la capa acuosa,se acidifica con HZSO4al 20%y se toma con éter
etílico. El extracto etéreo se pasó a un pesa filtro tarado y se deja
evaporar el éter a temperatura ambiente. Se pesa y se disuelve el ex
tracto fenólico en el solvente indicado (benceno) en la proporción de
4 mgde fenol por ml de solvente. La solución está así lista para ser
cromatografiada. Se vierten en un extremo de la tira O,1 ml de la mis
ma. Se deja evaporar el benceno y se colocan las tiras en los tubos de
prueba que contienen cada uno 2 ml de la solución de acetato de etilo
en hexano,al 15%.

El desarrollo tarda unos 30-90 minutos.

Resultados : (Para el revelado usamos el reactivo ya indicado)

Las tiras se presentan de color blanquecino,sin ninguna banda vi
sible a simple vista ni comluz ultravioleta. Pulverizadas con p-nitro
anilina aparecen dos bandas coloreadas:

Banda Superior de 13 mmy color amarillo naranja que se torna roji
zo al aire y de RF = 0,63

Banda inferior de 8 mm,perceptib1e luego de 30 minutos,de color a
marillo débil y HF= 0,52
Timol de referencia (desarrollado sinultaneamente) RF= 0,62

Deacuerdo a estas características -color de las bandas y valores
BF- correspondería la banda superior a timol y al carvacrol la in
ferior;presentándose el timol en prOporción predominante.
Il "chromatostrip" no puede llegar más lejos. Establece que en la
fracción en estudio hay por lo menos dos fenoles y que estos pue
der ser los mencionados(se excluye asi eu¿enol y salicílico por e
jemplo). Para confirmar estos resultados hay que recurrir a macro
tiras o columnaclásica o chromatobar,etc.,aislar los compuestose
identificarlos por sus constantes fisicas.



Por otra parte la literatura especializada indica a ambosfenoles
comocomponentes del aceite esencial de tomillo (54) y recientemente
Bulawiesky ha encontrado lo mismoen un adeite argentino (55).

2) Áceite esencial de pichana
Procediendose comoen el caso anterior no aparece ninguna banda

en el revelado.

Se repite entonces aumentandola concentración hasta obtener un
resultado positivo.

Con 3 mgpor tira aparecen en el revelado una serie de anillos:

uno superior cóncavo,de color violeta rojizo y a 3 cmde distancia o
tros tres anillos contiguos de color rojizo parduzco. No interesan los
valores de RFporque se usaron concentraciones muysuperiores a la "S
tandard".

El método revela pués la presencia de cuatro compuestos fenólicos
presentes comovestigios en el aceite esencial de pichana.

Esta fuera de los propósitos de este trabajo profundizar el estudio
del mismo.

b) Aplicaciones varias

El fenol o ácido Íénico comercial suele presentarse impurificado
en mayor o menor ¿rado con aláuno de los isómericos fenoles. Interesa
pués aplicar el "chromatostrip" al revelado de dichas impurezas .

Por otra parte el ácido cresílico (designación comercial de mezclas
en las cuales,unas veces predominanlos cresoles y en otras los xileno
les y otros alquil fenoles superiores) mezclado con fenol en ciertas
proporciones críticas,se usa comosolvente en algunos procesos de la
refinería del petróleo. De ahí la cantidad de métodospara determinar
fenoles en ácido cresílico,de los cuales uno por‘particñn cromatogra
fica fué publicado recientemente por Zahner y Swamm(56).

Hemosestudiado muestras puras de fenol; EhCIBSOl; tricresol y ácido

cresilico. El procedimiento ha sido similar al empleadben la la. parte
de este capitulo
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8O ¡.1 O. presenta una banda de 14 mm,de color amarillo muy débil que
se hace perceptible luego de varios minutos de efectuada la
pulverización.
RF = 0,55 con solvente N°l y RF = 0,33 con solvente H°2

Tricresol : aparecen dos bandas juntas.
Banda superior de 5 mm,decolor amarillo naranja RF= 0,57

" inferior de 12 mm" " rojo amarillento " = 0,53

m-cresol : presenta una banda anaranjada de 15 mmy RF = 0,53
con benceno tiene un RF = 0,32

Acido cresilico : presenta uncromatogramaigual al del tricresol.

Mezclas binarias fenol —mpcresgl y fenol - tricresol
Tal comoera de preveer dados los valores de BFpróximos,no se obser

van separaci ones.
Pero lo que si puede determinarse es la presencia de cresoles como

impurezas del fenol por la rapidez en la aparición del anillo colorea
do. Partiendo de mezclas en las cuales las cantidades de ambos componen
tes son i3uales,hemos disminuido sistematicamente la proporción de tri
cresol hasta obtener un cromatograma semejante al del fenol puro,que se
desarrolla simultaneamente. Así hemos determinado la mínima cantidad de

impureza detectable por éste método que fué.de l % .

Guaxacml Comopunto final de este capitulo nos hemos ocupado del
guayacol -éter monometílico de la pirocatequina- que se obtiene por des
tilación del alquitrán de madera de haya en la fracción denominada "a
ceite de creosota" y que puede estar adulterado por cresoles y xilenoles
más baratos.

Cromatograma: efectuado en las condiciones "standard" se caracteri

za por presentar un anillo marrón rojizo intenso de RF= 0,57 con solven
te N° l y RF = 0,53 con benceno.

Mezcla guayacol - m-cresol : con solvente N°l se obtiene una única

banda de 30 mm,decolor marrón rojizo con bordes amarillentos.
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Con benceno como solvente se obtienen dos bandas netas,con separa
ción entre ambas,correspondiendola superior al guayacol y la inferior
al m-cresol.

Mezcla guayacol - ácido cresílico : con solvente N0 l,se obtienen
dos bandas juntas .

Banda superior de 8 mmy color amarillo rojizo RF = 0,59
" inferior de 14 mmy color marrón claro RF= 0,54

Aunquela separación no es neta se revela la presencia de más de
un compuesto.

A1 igual que en la mezcla anterior se obtiene resolución neta,em—
pleaneo benceno como solvente.

En este caso la banda superior rojiza de RF= 0,54 corresponde al
guayacol.

Conclusión z el "chromatostrip" proporciona un método rápido para
revelar si un muestra de guayacol esta impurificada
con cresoles.

Tabla V Valores Bppdelos fenoles estudiados.

g_l É_É Color de las bandas

l) Fenol 0,55 0,33 amarillo débil

2) uhCresol 0,53 0,32 anaranjado

3) Timol 0,61 0,50 amarillo rojizo

4) Eugenol 0,55 0,40 violeta débil

5) Carvacrol 0,52 -- amarillo naranja

6) Guayacol 0,57 0,53 marrón rojizo

7) A.salicilico 0,33 0,21 (fluorescente)



CAPITULOV Aplicacion a la separación e identificación
de algunos terpenos

En el presente capitulo nos prOponemoscomentar según los resulta

dos de nuestras ezperiencias,un estudio al respecto efectuado por Kircn

ner Miller y Keller ( 32 ) mediante el empleo del "chromatostrip".

Los mencionados autores proponen identificar terpenOs mediante el
valor af de los mismos, ademásde otras caracteristicas de las bandas
de absorción. Para ello en cinco solventes distintos,determinan el Rf
de 14 terpenos, de los cuales solo cuatro son hidrocarburos (limoneno
canfeno,a-pineno y p-cimeno) siendo los restantes alcoholes,aldehidos
cetonas y ácidos. Para éstos últimos compuestos se han prOpuesto nume
rosos métodos con éxito (ej: el caso de las 2-4 dinitrofenilhidrazonas
y 3-5 dinitrobeczoatos mencionadosen capítulos anteriores).

En cambio las pocas publicaciones sobre cromatografía de terpenos
se refieren a métodos que empleancortes arbitrarias de las distintas
fracciones del eluyente. Por ‘lo tanto el métoco que nos ocupa interg
sa especialmente en lo concerniente a nidrocarburos terpénicos. Sin
embargolos valores de Bf determinados asi como las caracteristicas de
las ban-as de adsorción son muy semejantes en eStos casos.

Iosotros hemosobtenido valores en general más altos que los puoli
cados, pero no puede efectuar una comparación exacta porque se na omiti
do la concentración empleadaen aquellos casos, factor este de especial
importancia.

Se han prepuesto comométodos de revelado los siguientes: l) luz
ultravioleta empleandotiras fluorescentes según el método de Sease;
2) pulverización con fluoresceina y exposición a los vapores de bromo
de modode revelar compuestos etilénicos y 3) pulverización con HBSO4
concentrado.

Es de muydificil realización practica la técnica que utiliza fluo
resceina y mie se basa en la fonnación de eosina con cromo, salvo en los
luiares donde se encuentre absorbido un compuesto etilénico “ue ueda. a q
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entonces comomancha amarilla sobre fondo rOSado._Un ligero exceso en
la exposición a los vapores de Br2, basta para obtener una absorción to
tal con la consiguiente pérdida del ensayo.

-Preferimos aconsejar el método que pulveriza HZSO4concentrado, con
el cual hemosobtenido los mejores resultad s. Para ello hemos empleado
un pulverizador totalmente constniido en vidrio. Se debe trabaja: bajo
campana.

En cuanto al revelado que emplea luz ultravioleta es eÍiCaz para de
tectar hidrocarburos que absorben en dicha región ( p-cymeno ).

El método presente se-aconseja y recomienda cuando se presenta este‘
problema : determinar s1 en una fracción o substancia en estudio hay
un dado compuesto terpénico. En este caso se efectúan deSarrollo simul

táneos de la substancia en estudio y del terpeno puero. Se pulveriza con
HZSO4concentrado y se compara. Asi tenemos;

groblema : determinar si en la fracción N936 ootenida en la desti
lación del aceite esencial de pichana (49), de T,de ebullición ll5—ll8°C
a 30 mmde Hg. es posible la presencia de a-terpineol.

Un resultado negativo es seguro; el positivo dudoso kués puede haber
interferencias.

Procedimiento: se preparan soluciones de a-terpineol purificado de
concentración 4mg/mly de la muestra iqcógnita en concentración doble,
ambas en una mezcla de 15% de acetato de etilo en hexano normal.

Se depositan por gotas 0,3 y O,6_mgrespectivamente en cada tira.
Se trabaja por cuadruplicado y con dos solventes.
Hesultados: É:tergineol z presenta una banda de 15 mmrojiza.

Bf = 0,34 con la mezcla arriba mencionada
Rf = 0,23 con hexano normal como solvente

rf acción N036 z resultado negativo en ambos casos.

Conclusión: en le mencionada fracción no hay a-terpineol.



En la fracción HO27 del mismo aceite esencial -P.ebullición 82°C

a SO mmde Hg.- J. Braun (49) encontró dipenteno.

Comohabia un antecedente bibliográfico que inuicaba que debia tra
tarse de limoneno, se recurrió al chromatostrip entre otros ensayos con
firmativos.

Se procedió comoen el caso anterior con estos resultados (se usó
como solvente 0140 ) :

Limoneno: banda marrón de Ef = 0,98, de 30 mm

Fracción 27: anillo cóncavo de 15 mmy color violeta intenso
Rf=0,84. Ademásse observa una banda superpuesta,
pero muydébil, de tono marrón claro.

Conclusión: en la fracción K0 27, predomina un compuesto que no es
limoneno.

El método que nos ocupa es muyútil para revelar adulteraciries e
investigar la pureza de una droga.

Asi hemoscromatografiaio simultáneamente aceite esencial de enel
do y carvona —cetona terpénica presente en el anterio en un 60%-.

frggegimiento z métoio general con la mezcla de 15%de acetato de
etilo en n-hexano comosolvente.

Resultados g Eneldo : presente 5 bandas o man has, de ñistirto co
lor a saber:

l) banda superior marrón amarillento de RÍ=G,98
2) " contigua rosada Rf=C,82
3) mancha rojo fuerte separada de las otras Rf=0,5'
4) anillo de color marrón oscuro y contiguo a él
E, banda violeta rojizo de 15 mm, intensa, de Bf = 0,39d

Carvona : presenta una sola banda decolor violeta
rojizo, de 20 mmy Rf = 0,50.

Comose puede apreciar corresponde a la banda 595 del eneldo, aunque
desplazada por la influencia de los otros componentesdel eneldo.

queda asi revelada la pureza de la carvona en estuíio.
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C.- CONCLUSIONES

Se han ensaáaao uUa nuevas técnicas cromatográficas.

Se recomienáa una de ellas : el "chromatostrip" comomicro mg

todo muyútil cuenco se dispone de pequeña cantidad de muestra y

cuando se desea efectuar un estudio cromatográfico previo a la se

pareció: en macro eSCala.

Se lo ha aplicado a la resolución de g

l) mezclas binarias y ternarias de 2-4 dinitrofenilhiïrazonas
de aldenidos y cetonas.

2) mezclas carbonilicas presentes en aceites esenciales.
3) mezclas de semicarbazonas.

4) mezclas binarias de 3-5 dinitrobenzoatos de alquilo.
E) distintas mezclas de compuestosfenólicos y caracteriza

ción de los mismos al estado pura.

En general se ha ooteniio éxito en la resolución de las mez

clas mencionadas. Los resultafios parciales se eXponenen los ca

pitulos respectivos.

Se ha ejemplificado ademásel empleo del "chromatostrip" en

1a identir10ación de compuestos terpénicos y en la revelación de

aaulteraciones y grado de pureza de algunas muestras.

Se ha efectuado un estudio critico del "chromatooar" y pro

puesto su reemplazo en algunos casos por bandas cromatográficas.
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