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T E s I s

DETERMINACION DE GLUCIDOS m: LA MELAZA DE CAÑA DE

AZUCAR. Y EN EL JUGO DE UVA mum

POR CRDMATOGRAFIADE PARTICIQIj SOBREM

Conel presente trabajo hemospretendido utilizar
los vastos alcances que suministra en el campode la química
análitica, la cromatografía de partición sobre papel, para de
terminar la composición en glúcidos de la melaza de caña na
cional y del jugo de uva madura.

Para su mejor comprensión, hemos dividido nues
tro trabajo en diferentes capítulos, que comprendenuna intro
ducción y generalidades, un detalle de cromatografía general,
una descripción resumida sobre cromatografía de glúcidos, la
descripción minuciosa de la parte experimental y por último
el resumen y conclusiones. Asimismo se acompañan un conjunto
de fotografías explicativas y de cuadros, los que puntualizan,
los aspectos más notables del trabajo.

Desde este último punto de Vista, hacemos cons
tas que las muestras provenían de Estación Cruz Alta, estación
Colombres, Provincia de Tucumáncosecha 1958 para melaza, y de

Búmúra, Provincia de Mendoza cosecha 1959, para la uva que cg
rrespondía al tipo "Moscatel". En todos los casos ya sea en
la determinación cualitativa o cuantitativa partimos siempre
del mismopeso de muestra 2 grs. Antes de proceder a la cro
matografía propiamente dicha, debimos eliminar de las muestras
en exámen,las sustancias interferentes, que correspondían a
las proteínas y a las sales. El primer objetivo lo consegui
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mos por medio de una defecación con sol. de acetato de plomo
al 30 p.100 habiendo añadido previamente a la cantidad de mues
tra pesada algunos mililitros de agua destilada, y luego 0,5 ml
de la solución de acetato de plomo, centrifugando y lavando dos
veces con pequeñas porciones de agua destilada. Reunidos los
líquidos de lavado, se procedió a eliminar las sales, por tra
tamiento con piridina anhidra (5 m1.), siguiendo la técnica de
Malpress F. H. y Morrison A.B. Este método se basa en la solu
bilidad de los glúcicos en piridina y la manifiesta insolubili
dad de las sales en ese mismosolvente cuando se ha tenido la

precaución que se encuentre libre de agua. El residuo en la
extracción piridiínica lo hemos tomadocon la cantidad conve
niente de agua y sembrado con el auxilio de una pipeta capilar
(calibrada cada 2 pl. en el caso de la determinación cuantita
tiva) a lo largo de la lírea de partida trazada sobre un papel
WhatmanN0 l dimensionado en el sentido mayor de la hoja. He
mosutilizado la técnica descendente, empleandoel desarrollo
múltiple, a fin de que tuviese lugar la separación de los glú
cidos contenidos. Comose sabe, este método consiste en some
ter al cromatOgramaa un primer desarrollo, luego de dejar se
car se procede a un segundo desarrollo y así sucesivamente; en
nuestro caso tres desarrollos eran suficientes, habiéndose de
terminado el valor Rg. de cada glúcido, vale decir la relación
que existe entre el corrimiento de cada uno de ellos respecto
del que manifiesta la glucosa a igualdad de condiciones. Se

empleó el solvente butanol, ácido acético, agua 4.1.5, que se
dejaba decantar durante 20 minutos y empleaba la capa superior.

Pudimos identificar mediante el empleo de dis



tintos reveladores (entre ellos sol. de Nitrato de plata, y
urea, ác.clorhídrico, alcohol) 4 manchaspara la melaza, que
correspondían a sacarosa, glucosa, fructosa y xilosa.

En el caso del jugo de uva obtuvimos también
cuatro manchascorrespondientes a sacarosa, glucosa y levulosa.

La cuarta manchafué objeto de nuestra particu
lar atención, pudimos comprobar que se trataba de un compuesto
de naturaleza reductora, que parecía no presentar el grupo alde
hido y sí poseer un grupo.CO.

Ademáspor el valor Rg tan elevado que presenta
parecería ser una pentosa.

A los fines de la determinación cuantitativa,
practicamos una elución mecánica sobre los recortes de papel
que contenían cada glúcido con 3 ml. de agua por agitación me
cánica durante 3 horas, transvasando a un Erlenmeyer y lavando
con agua hasta completar a 5 ml. Para determinar la posición
de los glúcidos sobre el papel, objeto de la determinación
cuantitativa, efectuamos en los extremos del mismoun desarro
llo que serviría de testigo una vez revelado, lo que nos permi
tía determinar la posición de los otros glúcidos sin revelar.

La valoración en sí, la conducimos empleando tég
nicas titrimétricas. Para los glúeidos reductores se empleó
el método de Somogyiy para los no reductores (sacarosa) la tag
nica que emplea la oxidación con periodato. El primero de e
llos se basa en la reducción del cobre bivalente del reactivo
a monovalente, posterior oxidación con un exceso de iodo, y fi
nal valoración con una solución de hiposulfito de sodio.
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El método con periodato, aprovecha el poder
oxidante del metaperiodato de sodio en sol. 1/4 molar, que
fracciona la molécula de la sacarosa, dando ácido fórmico,
que se valora con solución de hidróxido de sodio en presencia
de rojo de metilo comoIndicador.

Las soluciones testigos estaban constituidas
por glúcidos puros (al 20%para sacarosa, glucosa y levulosa
y al 2%para xilosa) las que también se hacian correr sobre
el papel, a fin de que la recuperación de la muestra y testi
go se operase en igualdad de condiciones, dado el poder re
ductor del propio papel.

El contenido porcentual de cada glúcido presea
te en las muestras, se detalla en el siguiente cuadro:

M E L A Z A JUGO DE UVA

% en Peso % en Peso

SACAROSA 38.25 SACAROSL 0.2

GLUCOSA 6.8 GLUCOSA 9.8

LEVULOSA 6.7 LEVULOSÁ 10.0

XILOSA 0.86
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li deeeode ferviente ee que oetoe palebree een po;

todo!“ de le elooión y el emdeoinimto que por propio dee;
¡i‘m lee he querido imprimir. qll. involucren e Dion y a nie
pedree que han pei'itide mi enotmoio. e todos lo. eeñoree
ProIeooreede le ¡united de Cienoieehasta y ¡emule- que
ne han legado ene proveohoeoe oonooinientoo y un nodo partio;
1er e loe Dal-eo.AMoIitte. Bonete Meioo. Venture Iorere y
Ponlo Vez-diet,le nutrioo oohboreoión prestada durante el
deearrone del presente trabajo, el Ir. PedroCotton». eneeg
oiormi bromtóloso argentino, por en. ferviente. deeeoe, por
ie feliz Mitación denio oeroeum”.

Quiero dedicar un pin-on aparte a1 Dr. Mono ¡seen
drohntee,¡lbn-identificando “haver-duden
neutro y amigoque con ne profunda eonoeilinhe y eon ene
pelebrae de aliento en loe unentee de dificiles. ha contri
buidoa fortalecer ei eepiritn. e todoe enoe Ii reeuerdoi.
perooederoy d. eterna anti“.
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lo querido¡saltar lo. mio- oloan'oonque¡auna
tn onol cupo dolo quinuamua“. 1a cromatoth do
notación oobr. papel. para dotar-¿nar la composiciónoa ¡1‘
oido- do La una do con. nacional y del Jugo do uva maduro.

El.móoíto nomount.“ alpha-arto “tatuado. d
lo tiene on cuanta que los datos analíticos quo no encuentro
publicado- m mostra literatura son un tanto disparos y ¡o
mm o.moho-dol atrio. md: cojer entoncesquo“tn.
nnrloo y oonprobarcua).00.,emm-nte, su “apasiona.

h o].mo del Jugodom, resulta tutonmto do
tar-1m h promote de oantidado-intima. domamon”..
to quelas “unicas oro-acoplam- no. ¡nadan un. w
mom .ydo¡mino manada.

m ha sido ¡1 doooo. ho punto en ol trabajo todo 01
cariño y voluntad a ¡1 cloaca. por lo qu lo clavo a 1o con
stant-uuu de lo. SonorasProreooroa, rogandodesde ya una
loa algun pequenafalta, que ao punta-n labor declinado en 01
llano. “Era.” Eli-nn ht" .
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hire 10a annarcaoe“todos de anúncio qna oe anom
tran a disposición de loa oatadioeoe ee w apreciado por ea
practicidad. aa rapidos y por au elewte realizacion ol de
1a omntogrnfía de partición.

Laopri-na comuna-mea del empleode la cromato
grafía, ac ain'in al biólogoi'm“. moidoonAnti (It'
na) n 1872. Eh efecto hacia 1906 oqplcó para la separación
de pigmentos vegetales. una columnarellena dc cm¡mato de
calcio. eato tipo primitivo de cromtografia correspondía a
la cromatografía de abccrotón.

Unnotable máoraaicntc en 1a reacloción de ¡cacha
duen-aaami introducidocon la emma-aria do parucua.
deearrcnada por ¡run y Suazo. loa queadoptaron cata 4.11.
lución ¿cr el nachodo quola separacionnano dom“
por loa diferente- cooneieatea de distracción antro 1a race
coucea y nc acuosa de cada uno do Ice conyonontec dc 1a noo
cla. hpelando gel de since, cono aooorte para 1.aface acqg
la ,y comolíquido- do desarrollo alguno- aolvent'ea oránicco
nounan... poroaatcrablcaconagua.eetceu-ca muu
mcroa lograron oportunamenteseparar alguna. acetil mac
acidos. ¡{oobstante oete “todo no podia aer aplicado con
igual éxito en la separación dc anna dcidce nba-ea cono coa
sonancia do 1a tuerto abeorciónpor parten gel do cinco.
por cuya raaón Camden. Gordony laz-tin cn 1944. mutuas
1a columnacromtopáfica por tira- do papa].de filtro. cobro
1a cual lao sustancial a cromatogranar ata-am srcciae a1
tran-porto efectuado por ol solvente que avanza por capnarl
M.
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ne ta]. ¡odo eete nueve“todo efreeia un dnd-re

pende de "Messe. sobre todo porquepodia ser epneede e o
tros eelpoe. uniendo me vine a 1a indagacióncientifica
Desdeun punto de viste hietóneo. ee lntereeante een-1m.
qge eete nueva tecnica. ha ¡Ido dee1gneee oportuna-ente een
leenelbmde dime. "Win. eeg'efla.partogrep
“e. eto.". aunquela bibliografia actual 1a deetm como:
“Cromatografía” que ee 1a form nene ee la deeiam universal.
mente.

Por partición orometopínea ee entiende un desde
quepermitaseparar de unamula, lee diver-ee conmtee.
basándoseon lu diferencia de eolubuim de lee diveme ene
tanoiea en un sietena e dee teeee líquidne. una de 1a- melee
ee ¡61.1.1y 1a otra fija y un soporte que en eete eeee paraca
1er. está omzituido por la celulosa del papel. te he una
ande qll. le ¡eyes-eeuu ee produce en ha... a1 coeficiente de
M1016]! de cada sustancias entre e]. sobrante qm pen e tro
vee del. papel y el ama retenida por el ¡ni-o. le que cone.
ouenteaente induce a deducir que omto ¡de soluble eee un
ganancia en agua, más lenta será en migran“ (por ej. 6.0160
Wo), encambiocuantonie upófih ¡le rápidaeer‘
(por .3. fenil alan1na).

Unedela- gnndeeventaja de1ammm ¡e
nel-al, reside en lee cantidad" mini-e aunado: en el. eni
neie. del órdende ¿ga-ae. de 10 e 20 me de ende mem
eie dieueLtae en 0.1 ee. de solvente ee suficiente.

Haceya tree lmtroe que Coneden,Gordony W noe
han dejado1.aunifica “canoa andinos reennble eehrepe
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pol. y m nn balantn ¡moral podemos(10011-qno alpha y pavo
onou ha ¡un In «¡puc-cun, moto que no ¡J ha limtado un
empleo a un dotes-¡nado cuento di la química o a un reducido
mauro do sustancias. asno que bm mtoa han nido un a1,
oamu. '

Atítulo do ojuplo puedocitar ou utilización un la.
¿atenuación do la paren de las másdurar-an sustancias on
oinlm o moral... on ol control do procesossint6tiooo, a
1a determinacióndo tonos, un(Minds. en 1a ¡limitación
0to.

Do mora qm hoy un din lo. (101.1000de todo ol nm
do uan-n depa-1ta. en ou- manoom tiene. analítica de 1m;
unu- valor, por ono qm no ¿Mo que grando- oorprena no.
¡mamon un los próximo anos. saldrán a la lu nicho. upco
to. otontflioo'n hasta hoy desconocidos, a ln mr que ¡e forta
looorin motos conocimiento.y no dai un pusomecanica“
cnla 1mmandina. porel namiento dola W.
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En le cromtcgratie en papel el esquemapuede cer reen

ndc m Ice aiguimtec etupce:
1) Deposiciónde ia lescls a emimr cobre un tira o une hoja

de papel de filtre.
2) Suspensióne introducción del emmame en lo 061mmde

desarrollo, conteniendo cnc o mi. solventes.
3) Desmch por perícdce de tienpc dietintcc eegúnle veloci

dad de mias-acióndel solvente que debe alcanzar la extruip
dad del papel.

4) Secado del cromtogrann.
5) Reveladodei cuenten-am mediante un reactivo adecuado pere

establecer 1a posición de le nucleo
6) Detenimcióncuantitativa.de cadaWtO.

En realidad Schhboin y Coppelerceder tuerca lo. prime
i'oe en poner a punto un “todo de anúncio basado en le ¡haci!
ciSn diferencial de la sustancia en exámenpor parte de le ce
lulcea.

Comohe avilath Oman-nte fué adoptadopor acuden,
Gordony ¡lu-tin (1) haciindclc adaptable y permitiendo gracia.
a la diferencia en el coeficiente de partición altre la face n6
vi]. (este «2.;el solvente) y le celulosa saturada de una.

Inttin y Stage (2) ¡un estudiado m ecuacih qee pen
lite el cálculo de la relación entre ei coeficiente de perth
ción y velocided de movimiento de la bandas

B. A Á
L +°( a



Siendo:
A a Sección transnraul del área del papol , un. o solvcnto.

AL z sección trnnovnrnnl do in fue. solvunto.
A. ¡ succión transversal do la fue. acuosa.
¿ a Coeficiente do purtioiüh.

Concentración un fue. solvente

Concentración an fase acuosa.

Pero la determinación dal valor R en al ceso de la cromutogrnfiu
¡obra papel o. dificil de outshleoor, por lo qua se introdujo un
¡novo simbolo HI qu. ao calcula del sigui-nt. nodo.

loviniento de la hannaEf- n
¡oviniento del front. do avance del liquido

R A Á L A
-._::L.'. L 5.a 9——&———"—¿r.-E LJL- - 1 )

A AL + Aso‘ RÍÁB A. Á. H

Siundo A; . Relación entre volúlan del aolvanto y fas. acuo
A. en un sl cromatogrunn.

E1 valor RI depend- de una serio do facturas:
a) Dela propia instancia crcnato¿ruriadn. un igualdad de condi

cionan una sustancia tiene un R! característico.
b) n01 solvente upl’cado y de la oomontnoión del aim.
o) Según el tipo do p.901 0.910.400
d) Segúnla “cnica uploads.
o) Según las condioinnn niguiantona



1) ph
2) T-nporntura
3) mas de1.acromatoth
4) Presencia de natal.
5) Elpleo do sustancias simples o do nasal...

Do todo Cato no desprendo la nao-s1dnd do hacer constar Juntanqn
to con el valor a! Obtenido, el soLVontoy tipo de papll emplea
do, el grooodiniento seguido y la duración del ezporlnlnto para
tener la máximareproductihilidad. Loa facturas a) y b) no ro
quioren axplicaci6n. en cambionnalisnrl lo. demáspuntos:02mm

Dandoel punto de vista estructural, un pedazo de papal
no aa otra cosa que un ¡usando heterogpneo de ribrn oclulóaioa
qno ha sufrido una orientación particular durante el proceso de
fabricación.

Esta orientación ¿o la fibra debe ser tenida en cuanta
para el trabajo cruuatagrárioo. para ello se coloca una gota do
colorante sobre 01 payel. ao obtiene manchasde forma elíptioa
con el ¡Je mayoren dirección del pasaje bajo los cilindros.

La relación entre eje mayory aunar conatituy. un indi
ce. ya que pcruite aatablaoor la orientnc¿6n ue la fibra porqpo
la práctica enseña. que los cromatogramasson lucho ¡ojotas
cuando el desarrollo tiene lugar en aentido del ojo Inner.

Dentrodel tipo del papel los utilizado. con lo. ot
anionzoan
jL_¡¿ (¡batmanIl 1) Da¡zoolcnto- relnltldon con distinto. lol
vuht-a. En el generalnonto utilizado en nun-tro Pais. pull oo 01



tipo que más abunda en el comoroio.
1L¿L.30 debe usar con solvontoa rápidos, no obtionon general-an
to manchaschicas y bien delimitada-o
.1di. Tieno fibra compacta y oops-n. ao han obtunido resultaúoo
satisfactorios onpleándolacon oolidina. tunel, butalol.
.!_1, En sonoralmnntoutilizado para ¡utauciaa Ionólioao.
3L13¿,Hndado separacionou satisfactorias. pero resulta ¡ny
compacta para permitir un flujo oonv9n1entodol solvente.
gas. ¡21, (aohloiohor y Schull N0 507). da ¡zoolontoa resultado
un 1a sopazaoión cuantltattvn do io1doa animados, y: que oo In
ouutrn no" ¡lonpurom y u duna. ponitundo unflujo 1.
to del oolvnnto.
3,2. 222. nn óptilao separnoionoa oon valores ganaralnunto alto
del R1.

‘g¿g¿_292_1_221,son ¡Ino- usados.
¡¡¡¡g¡¡1;¿ priva do caninas, ha oido muypoco usado.W n 02

Ih-biin no han hooho.ltüdifll do La. equivalencia. de
lo. distinto. tipos do papel. la que detallo n continuación:

«batman 5° 1 Sohloiohor y Sohnll I° 595
' No 2 ' " " N" 597

,, ¡W 3 u n n No 598

" No 4 " " " N“ 604

n N. a n n u no 569

" N054: " " " H° 507

El papel utilizado en la cromatografía no debo nor to
cado con la mano, sino con pinzas oapooialos. puosto quo lo.



nodos aio-pro oo-nnioun sudor, grosa, solos. quo son Iootoroo no
¡ptivoo on 1a obtonciün do loa cronatogrnnno.

Otro do loa tootoroo qno influyen aprooinblomonto oot‘
constituido por la tol-n do la tira do papol. onto aspecto fui
estudiado por Inllor y Gio; (3). utilizando los formal másvn
riadao do tiras do papel. lo que los ha permitido comprobarlo
influencia ¡no tal ofeoto provooa on ol desplazamiento del eol
vtnto. De tal modose pudo llegar a la siguiente conclusión:

La volooidad de flujo del liqpido en la tira aciendo oi
Inltdnoamontodol factor accesibilidad y dol factor oapilaridod.
El primero de ello. ootd vinculado o lo dincnoiún do la porto
nulorCiGa. Por otra parto ha: una relación que eayresa un vincu
lo entre el movimientodel liquido y tiempo do demarrollo: El
cuadrado do la diatáncln (medias de la aooenpión o expansión rn
dial) ua dirootamente proporcional al tienpo do desarrollo.

Con una aproxinnoiáu ¿agar yodomoeescribir!
Dann-b

h ascensión doi liquido on un.
ta tionpo dm¡innton
Dg constant. para un dado tipo do papel y un lodo liquido, tiono

1.o úinonoionoo do un ooofioionto do dira-ión y viono dotolb
¡inndo tomandoen consideración. la tensión superficial. lo
71800.1“ y la densidaddel liquido

b: con-tanto quo eqniano a un término indopondientoo

La expresión es válida después de un cierto tiempo ya
quo al principio ol afloja do líquido oa caótico y desordenado.
De mora. quo experimentalmente es necesario dotar-aunar k y j
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¡ccpufic dc un cicrtc tiempo dc introducido ci papel cn cl liqui
do, cc decir cuando c1 noviaicnto cc ha vuelto unitario y rc.
pondccxéctmcntc a Jn czpncih. Por consiguicntc g cc indo
pcndicntc dc la longitud dc ln tira. pero depende dc un foral.

El cnncnto de la velocidad dc dituliln (G) cc calcula
cn bacc a ic ciguicntc ccnccidna

2G¡IM
2B

Ra Relación entre el ancho mayor y mcnor.

rara una diclinncián dc vlccidcd. cc decir para cl psc.
Jc dc una zona estrecha a una uña a'pliu, la nueva vclocidad o.
un recíproco l/G.

Yu “nc la velociuan de migración es la nula de dos flo
tcrca. el prinnro no los cnaica ac defina cono factor dc par-cap
bilidad y el segundo comofactor de cocacibilidañ. cn cl cano qu.
no pana de una poroiün ¡fis ancha a otra más angowta dc ia tira,
cl factor capilaridad vendrá cxprevadopar l/B y el factor acco
clbilinaü por R; la nueva vclooidad serán

v2 . (¡JH o a)

Lc Velocidad inicial será reaniadc por condicioncc talco
para las que umbourectores eqpiïniün a la unidad.HW

El citado original dc Concdcny Coll contempla c1 cnploc
dc recipientec contonicnuo al ¿olvcnto en la parte superior dc lc
cámaradc desarrollo. Dcdichos rcoipizntes cuclgan las tira. u
hojas de papel do filtro.
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Una eoluaión más ¿simpleha nido promete por william y Kirby (4).
¿Lotesautores disponen cilindros de pepe].de filtre (con lae g
ta: de 1a eueteneie e examinar en la parte infer1er) en un rees
piente conteniendo al eolveute el que migre por capilertded. Se
hace evidente que en le tienioe deeeendente el factor oapilnrided
y gravedad actúan en el alamo eentide. determinando un avenee nie
rápido. en cambio en la. tiean ascendente la. fuerza de ¿raveded
se oponeal factor capilarldad. con al consiguiente retardo en h
velocidad de avance del frente ucL eolvante.o)WW
1) a. 1:1atento fue eetmnado por Coneden. Gordony lertin. ou
yoe eetudioe hau;llevado a una serie de oonolusionee un: intere
eanteet el uh tiene la proyiudad de modificar el uf de lae die
tintas ¡3n33t8‘10183g:1 la vez «¿uemodules: la ron-1 J ummionee
de las mismas.

2) zm. he Alteracionesproduo'iaaeen el valorEf por
ente afecto, sa deben a un e.nLia en la composicifin de lee reeee.
Por aJemplo en el sistema renolpagaa a un aumento ¿e temperature
corresponde un aumento ue la misczollidüd y por consiguiente de
la Veloczdad de movimiento de la banda, en el aintem 001141.”
ema. lo contrario.
3) Dependedelelor-¿iaqudelatt
ra de papel, de sus densidad y de ln V91001d9dde natación del
solvente. Los solventes utilizados son generalmentemuyuuu,
lee. por em ranón cuando 1a cámre de desarrollo no eo encuen
tre perreo tamente cerrada, se pueden tener variaciones noteblee
en ln vmaoión de las fases, een las oonuucuemiuemmm.
(baata recordar que el análieie crovmtop‘áiieo se buen en la 1h»



tsrsnois dsL oosticisnts ds pariición entrs la Isso sóvil y sl
nm)
4)W rusasproamirlapresenciadsmuchas
coloreadas ¡ue interíisran con las características ds otras sus
tancias. yor ello solvente y oronato¿ranu deben estar aislados
del contacto con parten mstilisas.5) ParaelMomoenvu
ts. el valor R! taria esgún que se desarrolla una anatanoia ein
pls o una nesols. El tsnónsno ss debido. a la interferqncia sn
trs los diversos oonponontee, o al distinto grado de solubilidad
de una dotaruinada sustancia en presencia ds otras.

Muya sonado en trabajas de OrODHtOgrüÍÍAsobre yapsl
ss hsos uso ds la cromatografía uni o nonodimensional. En pesas
palabras dirá que por eramatogramamonodilsnsional se sntisnds
sl dssarrollo hsoho en una sola dirección. Ss recurre a sets sis
tssa sispls y rápido, sn sl caso ds trabajos ds orisntnoifin o
ds masclas de pocas sustancias con valores ds Rf bien ditsrsntss
s ofsctoe ds permitir una separación neta ds las “islas.

A menudoen el caso que se quiera analizar uns sezcls
que contiene un número elevado ds sustancias cuyos RI, ss snousn
tran muypróximos, se haos uso del cromatogrnls hidimennionsl.
En lugar de tiras. se usa una hoja de papel según la tienioa de
consdsn y doll (másadelanto la voy a dstallar), ao trata ds ass
srrollar s1 orountogrnmaen una dirección emplcvnñoel solvent.
más volátil (por el hecho ¿no un nvnpora más rápido), las manchas
de las distintas sustancias ae dispondrán a lo largo de la hoja,
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perpendicular-onto al caminoa recorrer por ol eolvonto. luna.
del desarrollo oe seca el cromatogramn, se gira a 90° y se ¡up
¡ergo en el eogundosolvente. del lado que lleva las manchas.
sufriendo las mismasuna ulterior separación según la velocidad
do migración de cada sustancia} esto facilita la individualiza
ción. Asimismo cuardo ol HI de loa divoraos componentes es muy
próximomust-n otras altemtivns cual seria el de utilizar
dos cromatograman con eolVentoe distintos, los que 1nd1v1dual
lente permiten separar algunas de las sustancias de la mezcla.
Ihmbi‘n ha sido utilizada con este propósito la técnica deeeen
dente, se deja gotear al oromatogramndurante un cierto tielpo.
de 36 a 48 he. expreaondo la migrnodón de cada uno de lo. oo-po
mente. en bano a la de otra sustancia tomad cono tipo de cena.
mua. Enimportanteon esta anna “union, cortar el borde
entreno del unpel en forma de diente. de oerruoho. con lo que
ee facilita ol ¿otoodoa

La tionica descendente fué propuesta por ¿onodeny Coll
(5). En la cromatografía unzdimonoioual oe Guylauü ¡iras de pa
pel de 1.5 on. do ancho por 20 a q6 cm. de largo. Je 4 a 8 ol.
de bordo se traza uno linea con l‘pts ne ooplativo (limon de
partida), sobre le mismaao coloco la gota y oe numorgpel pn
pol en el recipiente¡ r1Jándelo con una varilla do vidrio. Las
sota; no deborán ser de gran tamaño alrededor de 5 mm.de diá
Iotro lo que eq41valo a utilizar de 2 a 4 u1.. conteniendo de
5 a 15 saunas de euatanoia. Luegode secar. no introduce el
cromatogrann en la cuba quo previamente eo encuentra saturada
con al solvente y luego ee tapa oon una lámina do vidrio tenden



c“
do la proacnoiü de que no hay. filtración do ¿un entre tapa y
cuba. por 1.o ¿nose ma unan los bordea pam tener nai un atom
hermético. Luegode que al sobrante hn recorrido un trecho cu
ficimzte (15 a 5C)en.) on un tiempo ¡ue puede ser w 16 a. 24 En.
“¿tin el tipo do papel. temyorsnuray solvente. aa oaoa la un.
marca el fruto de]. solvente J seca a 14-900. De inmediato ao
yrooadoal revelado tmondo la pnoauoión de contornoar la.
Hinchas con lápiz. JB.que el color con o]. tznpo 39 debilita.
Cuandose mas": hacer un ninaro grand. de omnto; mm- oo uu;

llásin ¡934.5 maxima 3.aptigel. y sobre la num lLr-ul de partía.
se esgcctúala siembra. duna-Jo entre las Tota. ma distancia
a. 1,5 om. Para el análisis bmmnnoml no teconiondanboJan
¡Ward de 16 x 22,5 on. La solución ¡a 3116113101643 ¡al-con
tanmnño rie 7'34.)a 4.1.; ¿.-.;,¡;.ur.ya sutfinaia) se coloca en un 6a.
lo ¿lo 6 us... .101borde. :0 ¿am‘rrouu an una dirección. ¡o do}.
secar, ae ¿1ra a 93°, .se Jon-nrrolla cor; el encima; solvente...
on ¿r revela.

.A tácluca asusndente 1'46propuesta por 4111“. y
iyrby (6). ¿Teaenta la ventaja de dur remitadoa más“precuel
bles y de requerir aparato: muy¡4.91.0. a 1a vez. (¿unpenita
oimltírmanento un minero grand. do 31151101..

La cima no manu-ono :0 5611.1‘61135‘11‘2ue vidrio o to
rmcota. el I'Gclglilntüa: Aula gan‘eauamentodel mató axial
oscuruundo los zar-Josy nntámloloa con matanza. ¿sus cintas
110m su abcrt m4,mod-ud“ ¿sobreuna msn de animal o ¡“10300.
o una ¿nadanser usadas con 1.; abertura hacia arriba recuan
dona con Lrïmm.ae viario. Las ¿imitaaiunosle]. papal un
generalmente 5-3en. por .15. A 1.o 101 borda a. 4 en. o. tr.
nhlinoadopmmsyoonnnintomlodolócl.¡2a. o.
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colocan las gotas, el papel ao onrolla en tor-n de cilindro y lee
bordea oe pegan con tire plástica, aunque tanbien se recomiende
con c1 mismotin ¿anchos metálicos adecuados. El cilindro de pe
pcl se coloca en un oriotalizcdor, conteniendo el solvente, ee
tapa y se deja desarrollar durante un tiempo variable de 12 e
24 ha. hasta quo el solvente haya elcanoedo la parto superior.

Simultáneamente se pueden nocor varioe oromatogramas colocando
otros cilindros dc menor diámetro de lb y 12 ona. respectiVancnte.

El mismoequipo puede ser utilizado para la cromatogra
fía bidimenoional. Eneste caso la gota ao coloca un un papel de
27 om. do lado a 3 cn. de los bordes.

Después lc secar la ¿0ta. oo enrella y do4urrolla en una
dirección, cuandoel solvente está por alcanzar ol otro entreno.
oe snow, abre el rollo, qüüu, se vuelve o enrollar on cl senti
do perpendicular al eje del cilindro anterior, se coloca en c1
ec¿undo solvente y Laogodel nuevo desarrollo, ao abra, eeca J
revela.

¿sta tecnica fui prOpuoeta por Router (7) en una hoja
de papel circular de ll en. de diámetro. oe efectúan doo ccrtee
e una distancia de 2 nm. haeta el contro, le especie de cole csi
obtenido. ce pliega on eentido peryendicular al papel. haate que
eee de un tamaño de 1.5 eno. luego ee la encargo en la eolución
o examinar. por capilarlded. la colación cube yor la cola y se
difunde circular-ante. La hoja ee luego eecede y la cola ee in
troduce en el solvente. La velocidad de desarrollo puede regular:
ee mediante variaciones cn cl ancho oe la cola y en la distancia
del disco de pepol de lo coparticie del eolrento. Solooiecee ce
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mmm donmlhdu “ú om ¡“un hanpumltnochun-r
mi]... coloreado-uy notes. ¿mal. “no do (¡tomtom-o 1.o
loron, dos“. do].desarrollo. oocoru un noto:- do moho. gn
nocoloca¡minado entrono)“ dom1 a. filtro su)“
domotivos me. dodar conlo. construction del ero-¡to
man produtos colon-doo.

. “1- ' 'L‘ '. 7. 11 ’ '.','-¿L ' . .1" .- \xkhmh‘mmmmmynm (B)
ha amo adoptadocon Instant. Gato an la comunica do Mm
minus-loscan Valores ¿o R1 ¡Mmmm lo que 93.«annu- n
negar-now;sin Nauru: a la tiernos bidunnaimal. n aim.
una. h proth douna. dopapelde rpm-zaspas-1. a.
um un: de papal que tanga: 40el. eo larga por 10 a. lo .
cho..mmmmmdontMnumumwmq
¿“La do 4 en. de amena par 2 cn. ¿a largo, al que no me a 1.
um prmcipal ¡mzumw un monto de 2 un. do moho por 15 un.
de lap. ¿a solucióna omnmr o. dopadtada conunaNota
camara, en al centro dd rectángulo pequeño. Dupuóa‘dd¡0
cor, el papal se cuelga d. un M 06:23:31.,de modotal qu
el matinal» infame:- magna 2 m. en el sol-95:22:.¿abro ctm
hojas de pa el se colocan gotas do umnofioidos omocidon. Con
aquigmmepando adornar una amm do vidrio, en la (po intro
ducen;ilqüññal«¡9.1.3. conteniendo319mm!de o)las, m
¡11061110mundo un minuto “Wo a. agua.Lnnm.
“ papeldotutto. ¡unnm luego¡01desarrollo.no.10
oan on 0am para encarna, luego que no observah alt-tuu.
do urnas conoéntricos de las sants-¡cias uunmnde on la han...
Cnm1.“.
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En la cromatografía sobre papel. tiene extraordinaria
importancia, las dinonoioneu de la gota de la mezcla en análi
sis. ya que cuanto más grande e irregular, tanto más pequeño so
rá la manchasobre el cromatograma. Para la deposición do las
gotas se unan pequeñas pipotus o capilaraa afilados y calibra
doo, o s-no. minúsculo. cuoharitas de platino. Durante el oooa
do es importante qpo al papel no entro un contacto con las par
tea metálicas de la estufa, por lo quo so ha insistido en el ol
pleo de aootonos do vidrio más o ¡ono- complicados.

Para tal fin, es muydando un nuoutroe iuuoratorioo un
Iecador no cabello,-quo tiene ia ventaja uu no ¿norar un con
tacto íntimo con el payol, u la Voz que ea de gran manu-bilidad
y permite producir corriente de air. trio o caliente a voluntad
¡ol oporador.

V ' BS

A1 roopooto. oo muy grande la nómina de mezclan oolven
too diseminndas en la literatura cromatográrica, en cada cano
ol analista deberá proceder a consultar la bibliOgrafía y adop
tar la mezcla más adoourda según el trabajo que pretenda realt
sor; no obstante y en líneas muygenerales se puede decir que
las mismasdeberán cumplir dos roquiaitool

1) No deberán ser misciblos con agua.
2) Deberán retener en solución una cierta cantidad de agua y

salvo on casos muyoznopoionolos deberán aor neutral.



W
Unavez sacude el pepel, la opereeifin subsiguiente ee

r‘ el de poneren evidmeie lee (li-tintes unable de ondaom
nente de le neral: problems. Selvo oontadne excepeienes en que
lee enetnnoiae de por si poeeen color. en le ¡averia de lee eeeoe
el aneliete ee encuentre en preeeneie de auntnnniae ineolorae,
por le que será inpreeoindible proceder al revelado. Lee lite
doe de revelado ee pueden olneitieer en dos grandes grupo-i
e)¡]¿¡ggg¡_ggigiggg. Basados en el color que ae produce entre
el reactivo y le eutnnoia en edson. Claro está, que cone le
reaoeidn so prodme eobre el lino npel. ee debe evite! en lo
posible el elpleo de deidoe e heeee fuertes o el amploode tílh
peretnree elendae que terminan por atacarlo.
b)¿139m Basadosenla fluorescenoiadelas “ha...
en la absorción a lee me. ultravioleta. Eetoe método.een un:
pr‘etim. mi“ y rápidosy onmonoseme hanpermitidoe
fectuar deterlinaoioneo de carácter cuantitative.W

Unode lee pende. rectoree que orientan el enelie‘ll
en el aspecto cualitativo, viene deteninde por el valor Intel.
queha habladooportmu. queee un velar eereoterietiee de
cada auetanoia. cuando ae opere en condiciones standard. de e
ll! cuan importante ee que todas lae operacion-e se realieen en
igualee condicionan pere que lee detee eeen oonparablee. Un e
rionteoión apreciable ee bene tanbien en el color de la Isa-eh.
pero sucede a. veeea que este últino nu ee especifico. per le



ganamámmrudaammnmn-mmm
“MMMmydou-WWanmmoommdmü.quudehm-Wauuuw“Mdohmmmm

Dondeal ¡una douna mutua”. unaIdeamon“uummnmhqmmlmmmnmdh'mmmmm-mmmmub
boutenntdnddooolor.dtadmymomdmtodolndb
laudo.

Paraun¡“to cuántonomojan dlmm técnicas.
a) Cuandolas mms sonuan mas... ligado ¡un la
¡caminadonmm-nuumunmamuoda
msnm. sangrando«emumMMm
.1 loan-1mm cuando a. n uuu-ou.
b)aman don mas. dcn mmmporplant-own.Mihunumumomaommmblmumd
manana-num a.mmm cocinan. '
o) bloc a. diodosuna“ porquinua «¿u-0too mano»delamm
d) “todo. quinto“ Moa on cortar el ¡.901 alrededordo la
mm.ymm1annlm6nmpodcrdnmmm
mu un».

mmmudumoumtmm“Mi.
hnpodidomemo andinas..1 cpm do“¿tom muy...
“toa autos msdoa Innpor-¡uds combi-omln Mambo
oióndoduermamm on¡dun en41mm.¿rm y
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durantc cl desarrollo dc los proceso. nctnbólicoc. Expcricncics
en este sentido oe tienen con los trabaJos de Hochcz, Justiz y
Coll, que operando sobre amino ácidos obtenidos por hidrólisis
tríptica de la tiroglubulinn marcadaI 131, han obscmdc qu.
la 3 monoiodotiroeina es un factor de la tiroglobulin3¡ el tng
bajo realizado por Kornborgy Brincar los que observaron la
sintesis enzimática dal dirocfato pirdin nnclcótico y del piro
rostato inorgánioc do la nicotinamida nononucleóticc empleando
pirofosfato radicactivo.

fiel conjunto dc observaciones efectuadas resulta
que la cromatosrafía de las sustancias radioactivas no se separa
de la normal, la única diferencia está en e]. hecho a. que ¿1 a
nálisis cuantitativo no oo producc en baso a la identidad dc ln
coloración, pero si en baso a la radioactiviuad que ac determi
na por los mitodoo corrientes, comocontador Geiger Muller o
una cámara de ionización. '

BLECTROFOHAS S 30 ‘ P EL

Los trabajos cn el órden cronológico de coto importnn
tisimo métodofueron realizados por Tisoiius, diodo-unn y Ant
wcilcr, Las técnica. en un principio un tanto rudimcntarian,
fueron nodoradaa gracias a los trabajos de Wiodcland, Fisher y
Durrun, Craner, Tisoliua, Turba, Encnkcl, con lo gnc ac hn eq.
seguido un métodopráctico aplicables incluso a 1a clinica n‘
dica, para el fraccionamicnto de las proteínas mediante elco
trofóresia sobre papel.

En general el mitodo se basa en la distinta movilidad
de los constituyentes protéicos en un campoeléctrico n un dc
terminado ph.



El mua {al «nm qee¡mutuo el tuboen0 ¡lo
Multas. Lo técnica es ¡sencillo y pudo doon' m lineas no:
¡out-aloe quo comioto on enamorarla tm de nodo tal que n
extrano poqu en el recipiente conteniendoun horror Monaco.
y lo. electrodos de Pt.

Cundoelppoloommnedooido.moloentrodoh
hoja no coloca 1o lancha o examinar. luego se aplica un duo
mois de potencial. lo. ¡articulan ¡az-cum. coneat-¿omat;
m migran a truth del ¿nodoo velocidad diferentes según lo
identidad de la propio carga. mientras que olaaa: otros liv
¿u-onhacia el oátodo, probablemente. oono emmeouenoia de lo
tor-noi.“ de unflujo oloetrioo endouótieoen un mula.
Lasprotoinoooofijan medianteWatch y final-¡onto
oo ooleroan con reactivo- o identifican oon métodosrincon.
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Comuna-6por detallar los distinto. facturas que do
m ur tenido. un cuenta por o].¡Mucho

Toórioamento la mom no doberd Contener más que
glánidoo. Ian proteína. y lo. compactos nitroganadoa do po
m ¡01.09.1333 olovndoa no precipitnn OOGÚIXlos protocolo.
usualesde la actuan“, claro quehu “han técnicas, por.
generalmanto se ¡»rail-ron BqulflB quo no introducen salon ¡1;
mralos Inem ac haber eliminado 1.aforma.pmipitnda. Dotal
nodo no pueden utilizar al acetato básico de plomoono uno
.o os cuando por ol 382,. 304m con HORAu asociacion-o no;
annalu unidas a la barita. Ennecesario sanar especial cni
dadoonno utilizar ununa w ¡hanna porqu-lo. ¡dona
¡mon Omni-¿mae en om condiciona.2)WW

¡o u “han bastante 30mm. pen muymm porque
u hao- necesario purificar las columna intemambiadom y ¡
duda 010m. resinas retienen en parto a los 3160160.. Se u
tinna mona: voces, Label-lite ¡a 400 que tiene el-dofooto do
la gran tendencia a producir opinás-ción do esas. ¡3hnao-tro
Paí- Oate n6todoha sido utilizado en distintos trama“ do la
Capoeialidadpor .1 Dr. Pablo Verdiu con bastante into. pm
la operación resulta larga y do moho causan.“W

Ehlineas generale- la. solución oontoniondola. nal”



ec evaporada a ccoo y luego tratada con on eelvente que atrae
Ice ¡160160.ein alterar han salon. so hn utilizado con ¡lito
o).num]. y lo. pta-une eonvententmentcpurificada y ol. he
operaciones cc conducen con cuando nc oc corre ol riesgo de
epinerizaoih de ones.

b) Las calco puedencer separadas por “filete, poro lo “onl
ca solo ec útil cn el coco queh ¡msm contengapon-edu;
doa coloniales siempre quo unn elcotrodimoia de ¡w corte
duración haya aldo emanada para olmnmr la mayor parto de
los oloctrolitoc desplazan“ en el cam, antes de que1o.
¡Lindence Won ditmdidoo travi- deno ¡como nte“
dias.

Cuandoon la muestra los 51601400c cromaton ee
encuentranbajo form de pentaeenoo.hem a otroe políq
roo, ce hace imprescindible proceder a. um hidrólisi- que ee
conducecn manosulfúrico¿comicdo“emm, 011.1“!
do el excesode acidez con amoo mu y filtrandc.3)Who

¿portemmuueoadnaldcmonmum le
leJcr y le nuloetica mora do ocnprcbcrcualitativos-¡te een
carácter Locanto!“ o un detenimdo glúouo, cc 1o de ¡php
car a 1a mima hoJe de papel on testigo, tal que luego del. r3
voladodebetoner cl nino ar queo].comunmente .1 e“
cocpeohodo. Beepecto a1 valor de R: de 1o. glfioidoa dire qc
m e senado suelo ser reemplazadopor el valor kg. el enel
preaonto una conveniencia extraordinaria por dos rasante"
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1° El ng de un determinado ¿lúcigo no ee encuentm sujeto e
las 7311301011033.los rectores fisicos de loe oualoa depende
el nt, porque 30 trata de un valor relativa.

2° Muye menudoen le oro-¡temía de ¡gnome debido el he
ehe de que lee ¡iáeidoe presenten veleree Rt m próximo ee
“le utilieer le “mios deficiente y deJergoteo:el oro
¡etograna minute un cierto tiempo de 36 e 43 he., lo que ¡up
ee iepoeible determinar el lt. '

Broma. Hiret y Coll (9) introdujeron el valor Ba.
que se define por le. releeión del com-into del asker a
exámene isla]. valor de Le 2.3.4.6 teu-aleta glucosa que lle
ee he veoee de eeúeer de referencia. lo obstante comoeete
¿lúcido ee bastante difícil de obeener. ae male referir ¡1 v5
lor del Hg. n ie gluoeee tonada eeeo tipo. le imprescindible
para tomar en conaidereoión el velar ¡Hgque el testigo y lie.
tra sean eometidae durante e]. tratamiento en ignldad de eeuu
ciones. '4)W

Sonmmm lee mezclanque ee puedenpreparar e lee
fines de le separación de aúna... ‘ímeetoe canoa la tecnico
midneneional eer‘ suficiente a pesar ¿(elvalor Hi prórilo de
los ¿lúcidoe pueer que el enelieta dispone de rooureoe ein r;
curtir e le tecnica bidineneional que de tal nodosolo quede
oiroumoripta principalmente a le eeparaoión de amino‘eidoe.
Claro está que ningun mezcla¡solvente por ei sola ee me de
resolver todos los problemas. de manera que su elección eeteri
condicionada al minero y variedad ¿e los CHGI‘pOSasociados que
se deban separar, tomando comobase en la elección o]. reepeotip



vo valor RI. En una reviste reciente L. Rough: (10) tiene egre
pados en un cuadro laa principales mezclas solventes. En general
las mezclas solvantaa se dividln en dos grandee grupoes
1° B fi 1 s que fueron empleados por primera vea por Pertdri
ge, así por ejemplo fueron utilizados. fenol o oolidina nature
doa de agua, n-butanol, en.eo€tleo. Le faz nooo-e inferior ee
encarga de saturar la atmósfera del recinto. elentree le fas o;
¿única saturada de agua sirve para desarrollar el cromatograne.
El empleode los solventes biráeioos requiere extraordinario
cuidado a saber:
a) La composición Jo dos fases ee función de la temperature. de
ahí la necesidad de preparar la mezcley efectuar el desarrollo
a temperature invariable.
b) Su empleo está lim1tado por el factor tiempo,ouando lee een
ponentes por este simple hecho puede: reaccionar entre ¡1.24.
alcohol que sufre eeterirloeeión por la acción de un 601do.ete.
2° Monofágioog. Loa solventes monofáoicoa tienen en general
tres constituyentes:
a) el agua
b) un solvente orgánico miaoible con el agua,etenol, inaprope
nol,acetona,piridina,ac.acátioo,tornol,fenol,etc.
c) un solvente oráánico no miscible con el agua,más que en grid.
ínfimo n-butanol,1sopentanol,acetato de etilo,alcohol bencílioo,
venceno,tolueno,éter de getróleo,etc.kara un volúmenfijo de e).
la proporción le a) en la mezcla aumenta con el volúmen de b),
verdadero agente de ligadura.

Se asocian e veoee dos eolventes del grupo b) e ¡no
del grupo o), pero muy a menudoee prefiere asociar doe o ve
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rica del c) a uno del grupo b). an eete último caca el aclvcntc
b) tiene por papcl principal regir la proporción del acne en le
mezcla. En catas mezclan ¡nnotáaicee le influencia de lae ve
riaciones de temperatura en el curso del desarrollo provoca l.
norcs perturbaciones qnc con laa mezclas bifácicas. Proceder‘
a continuaciSn a referir algunas reglas que rigen la elección
del solvente.

1° Debenaacgurer Ef vecinos de c.20 para el principal consti
tuyente a detectar, es decir quo la manchade este cuerpo de
ba colocarse a 20%del trasccto efectuado por el límite Irontll
del solvente sobre el pepol. La yrictlca enseña que cl velar
nf 0,20 permite le. majorca separaciones. Por otra parte dee
cucrpoe no palrén ser separadoa cuando para cl solvente elegido
¡un LEno difieren cn ¡de del Ji.
La progcrción de agua en la mezcla solvente cs uno dc los prin
cipales factores que regulan la velocidad de migración dal ¡lú
cido, le que ee acrecienta cun la preporción dc agua, tomando
valoro. diferente. para los distintos glúcidcs.

Otro dc lce factorco que regulen.la elección dcl cel
vcnte la constituye la proporción respectiva de los cucrycc e
diferenciar. Ea frecuente en bromatolngia. tener que caractcrlp
zar una débil proporción dc un azúcar en presencia de donne c
lavada. de otros “ácaros. por ejemplo0.5%dc rafincee un ¡re
eancin de grandes cantidades dc caceres: en el azúcar de rc..
lachn, alguno. hclócidoe cn el nócter dc lne flcrcs cn pronun
cia dc hcxoeas en las mieles etc. Dc tal ¡cdo las Insane. de
los alúoaroo que ae encuentren cn ¡eycr proporción puedcn rc
cubrirlne o haccrlae indietintae a le dc los aefioerce buscado.
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Asimismofuertes proporcionen de azúcar modifican la velocidad
dc migracióndc 1o. demásmama aooondos.1. nth cl.
tn numerososejemplo. para rosclvcr catas problemas. H. aqni
un caso a titulo de ejemplo:
Se tenia una nazcla dc nnniotrioaa {route a pcqceñas cantidades
dc ootaqpic-a. dc gnlactoaa y de mcliblccl.
Para la soparacián. se cnnqyóentro otras. la ¡cuela acctnto dc
stilo 30 vol, áo. acltico 10 vcl.. agua 30 velo; de tal nodoal
bien con coto colvcnto octaquiaa y aan1notr1oaa no pundcn sor.
separadas por cuanto sus R! con idónticoo. ¡e consiguió coparnr
a cotos asientos dc la ¿alante-n y moltbtcca. Paro a pecar dc

coto cono la maninotriona ao cncnntrnhn ca proporción lucho Ii
ycr, 200 voces la dc la noltbioca y 400 la dc la ¿aLnotoca. ac
producía una disninuoián dc los valero. ar de ambosazúcar...
dc tal nodo que ¡un valoro. no coincidían con respecto a ls dc
instiga: constituidos por 31.9160 solucionan de mclibioaa y g.
lnotoaa. La ¡ancla cotaqnioan, lahinotriooa pudo aer finalmente
separada por cl nolvcntn: n-hutanol 40 vol.. etanol a 96° 10
vcl.. agua 43 vol.. HH}al 10%2 vol. La capa ¡uyerior no uta
lizaba comoface móvil y al desarrollo no etootnaba cn 4 dí...

Por otra parto. la idcntiflccción definitiva dc 1.
meliblosa y ¡nlnotcaa asociadas a la nnnlnotrioaa no pucca cor
realizada con claridnd sin recurrir al solvente manurásicobu
tanol, piridina, ¡gun utilizando la técnica dc desarrollo ¡fil
tipldo

¿o ha nacho una serie dc conaidoruo1onca toórlcan pa
ralela-onto Verificadna por onporicncia- prácticas, lo que hn
permitido a lc. antorco (11) introducir cn la separación do



glúoidoo La táonxoa del desarrollo múltiple. que consiste on
una antic do donarrolloo sucesivos o tin de poder separar con
un solo aolvonto distintos anúooreo con valoren de n: ¡uy pr6¡¡
nou. La técnica oonaint. on lo siguiente: donpuio del primor
desarrollo, el papal no ¡con y luego ao trata por el minnosol
vonto efectuando un segundodesarrollo y ¡si sucesiva-onto. lo
¿táctica enseño que anchas voces no han prooioado hasta cuatro
desarrollos para que en ciertos casos complejos la oqpnrnolón
tuviera lugar.

De tal nodo ¡o han obtenido separación de manolo- de
azúcares imposible. do ¡apurar montante otra. tóonioao. porque
la técnica de loa desarrollos nucaoivoa peralta aumentar1. oo
parnoión de lao manchas cuanto mayor ooo al número do doo-rro
lloc.

Esta técnica es muyreoomendubio cuando el ¿lúcido en
myor pmg'aoroiGntienda a dar lanchas avaladas ao ln. cual-o c1
gran ojo oa halla en aont1do do nlgrnción del solvente, lo quo
hace que on parto o totalmente oo onoubrnn las ¡anchas do lo.
otros azúcaros presuntos en menorproporción. La interpreto
oión práctica do esta tóomnn se han on que al luego do un m
nor desarrollo, un segundo desarrollo hace que el aolvonto a1
oanoo anto todo porto de la manana¡ás próxima a no linea de
partida, comenzandopor hacer ¡larar esa parto de la manchaon
tos ao imprognnrln.

Después do desplazar la porte central un segundo do.
arrollo conduce a una: manchas mono. ovalada. y más circularon
y los cuerpos de nt vecinos comienzana separarse. Existcn Ill



tiplee casos en que un solo desarrolle será suficiente para di
ferenciar ln- noeolao con fuerte preponderancia do uno de le.
constituyentes, esto solo es posible cuandolos azúcares preeqn
tea tengan valores a: bien diatintoa de aquel del comment.
principal. por ejemplo se ha podido separar 0.5%de controla
asociada a 99.5%de genoianoee. utilizando comofase ¡6111 la
capa superior del nieto-n: acetato de etilo 30 vol. ae. ao‘ti
co lJ vol.

1° OSAS:En general para los solventes de carácter no tenólieo,
se ha comgrobadoque la influencia estructural sobre la Veloci
dad de migración viene determinada por la posición especial de
loe hidroziloe sobre al núcleo piránioo o furánioe, aunque en
pequeño ¿rado tanbián el número do eaten hidroxiloo 030cv. su
noción.

2) HULÜSIHOS!

o) La velocidad de migracion tambión se ve influenciada por el
númeroy on especial por la (¡imposición Capacile de 1o. ¡ua-oq,
los. enalognnente comoen el caso Je lee naaa.

b) Los holóaidou reductores con unionee 1-4 ee desplazan “e ra
pidamente que los no reductores de unián L-S.

c; Sl núcleo furánico confiere mayor movilidad que el núcleo
piránico.

d) El Peso Molecular tiene una extraordinaria influencia. para
una serie de holóoidos honfilogoe, el Rt disminuye regular-into



con el númerode ¡aléculas do oan asociadas.

Existe una relación automática entre el Peso Molecular
y el valer ar. Los investigadores (12) han demostrado que ¡1
a. lleva un abooiaa- en ¡duero de unidades de nazcan; y en oa
donndaa el log. do 1a expresión c! a R1 , los puntos
figurativo. correspondicntona lo. 1 ' a: diversos holó
nidos se disponen a lo largn de una roots, partiendo del alt.
del ojo do la. ordenadas, para cortar sabre La recta a aqnellnl
do las abuela...

A cada n3r1c de holósidoa corrcap;nde un; recta de
pondianto caraotcrintica. La cromatografía nobre ¿aial no solo
permito determinar el nfim;ro de molficllas nsoc131:., nino tam
biin 1a forma de oncadenamionto de las mismas. Si por ejemplo
ao está en groannoia de una serie do aldohexoaas unidas por
puentes 1-6, s¿rá sufic¿onto {no 2 de estas hexosa: estén sao
oindas por un pucnto 1-4 para modificar el a: de los hol‘aido.
roapoct1v09.

3) “3138031003.

Je ha comprobaáo ¿ue la Iunciïn oxídioa J uglioonn 1n
fluyen cobro el valor ur. ¿o han hecho estudios ¿articulare
sobre la iniiuoncia de la aglioona llegúnúoae u la conoluaiGn
que en los heteróaidoa navónieou el meresulta. sur uma
mente proporcional al nfimnrode oxidriloa tenólicoa de 188818
Bona.
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Enla ero-atogratia de azúcares ee eaplean tres crianz
palce grupos de reveladoreea
1° - Los que utilizan laa propiedadee reductores paeudoaldehi

dicao o peeudeoetónicae.
¿0 o Aquellos que oxidan laa ligaduras alfa glioel y alcohol

aldehido o alcohol cetona.
J" o Aqaelloa basados en laa propiedades específica. de cese

aprovechando au comportamiento de dar derivados furturí
licos, ooabinándose con animan o fenolea pnra fiar late
rias colorantes.

iO-Ra
lifififla

¿l revelador las antiguo dentro dc este tipo ee el ni
trato de plata en nadie alcalina. fué introducido por Partrid
ge, ae obtenian ¡anchas marrouee oscuras o negras según la
cantidad de plata precipitada que dependía de la cantidad de
ona presente.

Durante varios aHOefue objeto de sucesivas mejoras la
técnica de :artridge. Ente revelador ha oido objeto de críti
oaa porque se le atribuye falta de especificidad, aabt. todo
cuando laa condiciones oparatoriaa son rigurosas y ade-ie por
que los azíoaree no reductores y los poliholsa terminan por
provocar reaccionan debilmento positivas; por otra parte alga
noa papclaa terminan por dar fondo. ligeramente coloreado.
que dificultan la observación do las manchas.

Conbastante exito oe utilizan para estos aaúcaree re
velarloa con cloruro de tetraíenil tetraaOglio en eolucidn
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olorotórnioa lo quo oo pulVeriza aobro ol papol, doopuoodo
tratamiento con soda con calentamiento duranto 5 minutos a
100°C. dando manchas ¿o tornszono rojo vivo.

So ouolo utilizar las salon do anilina (13) por
odonplo ttalnto do nnilinn. Bo produoon mancha. rosados oooup
rn- oon fluorooconcia roja cuando ol azúcar oo una aldopontooa.
Los otroo azúcares don ¡anchoa marron oliva con fluorOooonoin
amarilla. El revelador oo muyoonaiblo oo trabaja calentando
a 105°C durante 10 minutos.

¡uy reoomundadoresulta el empleo do otros calco
de anilina, acetato, oxalato, clorhidrato, fosfato en solucio
nos al Si, ),S y 0,1% (14) ya sea iuucltos sn a¿ua. en ácido.
acético glacial o en npbutanol, en solución acuosa la málill
coloración s: obtiene a los 10 minutos le calentar a 10500, el
cambio el revelado en aolqoiáu aoétloa o butíiicn, solo 91'01
sa 3 minutas a esa ¡lana temperatura.

Las uldcpontooasdon color rojo brillanto, lo. ol
aohexooao y los ácido. uróniooo una gala de colores do vorúo ¡1
marron. En cambio las ootooao non poco consihloo al reactivo.

Douso no tan frecuente citaré los siguiente. ro
VoladorBSI

1) Clorhldmto de p-anisidinn en n-butanol. Solución ¡.1 31’.(14)
2‘) «sil'anii um en n-butanoL-netanol (la 1 v/v). ¿caución ol

2p cantonioudo ácido triolornoítioo (14).
3) nl ácido 3-4 dinitrobenzoloo y el Carbonato ¿e audio dan por

calentamiento manchasazulau ae lu sal Jódica ua la carbont
e nitro mail nidroxamim, 91011-40la reacción más rápido con
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eetoeee que con las aldeano (15). Le sensibilidad de este reve
lador ea casi igual al del nitrato de plata alcalina, siendo In
perior el clorurode trii’enil tetrezoglio. de eetoareve
ladores ne reterirl e lo. que se basan en la tornaeión de deriva
dos{Marilina

Coneetee reectivoe el tratamiento ea el donantes le
oaayee oelenteln en presencia de un ¿oido fuerte. y ee condeno.
con un fenol e con me enina pare dar colorantes de loa tono.
más variedoe.

La dificultad principal consiste en elegir el ¿oido y
establecer la concentración Gptima, n fin de produsir una oondqg
lación adecuada win dañar ol papel. Sc daban lasecnur el ácido
¡ulfúrico 1 nítrico, el primero porquwoarbonizu cl papel y el
segunáo porque provee de derivpdoa colcruzdüa cOn los renales o
animas del reactivo. Tambiénal clorhídrico concentrado etnee
el papel, por lo quohay tendencia a utilizar el ácido toetéri
oo, el ácido ttilico. eto.

Eoeulte conveniente que al reactivo se encuentre diesel
to en un solvente orgánico volátil, puesto que si le eelueih
fuese acuosa ha: tondenoie e un relaJe-iento de la manchadel
cuerpoe caracterizar. ¿e suelen utilizar el etanol, e diverse.
concentraciones. el n-propenol. ol n-butenol. Dentro de le.
reactivoe empleados. ee utilize le anilina que produce teno- de
los más Variado. con lee osea: rojo para las aldopentoeeo. y
las metilaldoyentonaa. marrónen lu eldehezom. y con ee. ¡lg
rivadoe netiladoe. ¡”an-fenileadienine produce aunqueen for.
poco específica derivados finoreeoentee e le luz ultravioleta.
La,p-anieidina. tonoe narrón e verde con aldOuoxoaao,elerille
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con las o.tohozo;n-. rojo con lo. ¡nados crónicos, vara. con 1..
¡enlpontooam

Sc suelen nulas: remar-onto firman: a banode (|110
nuanm. amm-num. ntulmna, boncidm.du.

Asi la urea en nadie clorhídrico rescatan: ni. capoei
tioalonto sobre la. cotos... por lo qu. reauLta un oznolcnte
reactivo, dando<xnoraoionoaazules. En linoas muygenerales se
ha comprobado ¡no loa ruactivon g baso de anxnaa son nd. OIDO
oirioas cobro las aldeaaa. y aquellos otros do carácter tcnólz
oo son ¡{a específicos para cotosns. Por ello es quo a. han att
1izado renctivou mixtos empleando aminofenoles. Ion mojaroa ro
saltado. no obtuvieron con el o-anlno fenol, que ha por-¿tido
onmctnrizar de 1 n 5 ugr de 09,60azúcar, resultando 001m.
muyriferrmcjndos, peninsula, anal; "1:11 ventanas, rajoy “ozo
aa, marrón; cetohoxom, amarillo; ¿oido náutico, ¡m1. Por. dll.
cúmulo de reactivos que previamente se ha oomnntado. a. suela.
oncognr rutinarzanento unos cuantos qua riaultan ser I‘I convo
nnento: para los trabajos do rutina. los cuales oo dotnllnn n
continuación:

1°) - B-naftilamina 9.1 gro, una 1 gh, ácido ortofocfórleo
2 cm, etanol de ¿30°1.50oc., ao pulveriza el amateur... o.
calienta luogo de noocr, a 100° c (16) obtani‘ndoso dtltlntol
ooLQron.fruatosa amarillo. en cambio glucosa, gnlaotoon, loli
biosa y maninotnosa producon manchasmarron...

2°) Annan 0.4 00.. “¡el 2 3ra., ¡oido ortotootórioo 2 o...
etanol de ¿3000...9. 150 oo. so pulveriza. seca y cancun OI
natura a 10000durant. 5 minutos. se obama manchasnn“
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con¿Im-n. Mi... y lo. holóddooqueMm conbue
(17).

3) ¡armo-ornato]. 10 y... “anal a 800150coo. u pauta-ln.“cold-omudolupluuammspmukuo
01M“. h trama y ¡»1.6.1.6.0quoh una“ ha eo
lor rojomhz-buon. (18)
4) Urea 5 pm, ¿oido clorhídrico 21!20 om, etzmol a 80° ¿o o...
no celianta a 1000;, no observan ¡anchoa azules con la fruto-n
y algo menos¡contunda para los no16a1aos ¿ue 1a cantidad! (14).

5) :talato de «¿una 1.06 gr" 0.93 m. de minha. 106¡1.
do untanol saturado con agua, oo ¡»talvez-1mla. solución y u ot
nenta n 10500 durante 1.0unntoo. (13)

6) Forman-to do poh.“ al 1%qu. constan. 25 de cubana
de sodio. no abusa-n ¡ancha- umrulaa sobre fondo púrpura. lu
go no ¡secar laa ¡anchoa con mas (19).

7) Bencidina G.5 529., to m1. a5 ¿oido peOtaoo. ao ¡1. a. ¡100
hol abuela”. 60.1)ana. pulan y sacar a 105“:durant. 10
minutosac un“ nnehn- ¡arranca (20')

B)¡(afteron al 2,13onn01.nloohólica,{Maotrim”
co en solución mm al 2,»!1 vol. (vt/v). daapuánde ¡mr o.
lleva a estais, no canasta a 10000 5 se obaorvnn mancha.-n30
bnuante para la marcan. fractura, y sorboon. (21)

9) negaron).al en ácido clorhídrico y alcohol da mas.
rojao (14).

hy a menudo.Losrovóladoroa u clasifican por n pro
piedad.do nom sobre Losmimos Mantaro; y sobre lo. no
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roduotorea, por consiguiente a oantinuación se agrupan los qu.W:
J.) n-narm mas
2) Anilins
3) Ftalhto de anilla.
4) Per-analista do pots-10
5) Banoldinn.

l) nasorcina
2) Urea
J) Naftoreaorcina.





inte- de eolenenrcon el en‘lieie de lee “entren ee
efectuaron diatlntca Moe con soluciones de diverece ¿lúci
dos parce en ¡gue lee que fueron e-brndee a lo largo de la lí
nee de pertide trends sobre un trono de papel 'ühetmn ll. l o.
4 en. del borde inferior del papel een línia ne copiativeo

Beto operación resulta imprescindible pere edqpirir ene
práctica aerioiente de oronntogrefín puesto que hn permitido ee
oar una serie de conoleeieneeinterenntee. he bota. de lee da
tinte. soluciones eencarnoaeel li (si bee, gluooee. leeteee.¡e
lactosa. levuloee J Wee) empleadas.ee sembrarona e- die
tancla entre si de 2,& cn. con el enzilio de un tubo cepilnr.tel
que pernitiose obtener gotas ¿o no más le j mn. de diinetre.lue
gp de doJar eeoer el pepel ae enrollabe en forma de cilindro pe
gando sus bordes con tela adhesiva y se efectuó un desarrolle
ascendente empleandoel solvente acetato ¿e stilo, ac. ec‘tieo.
¡sun (3.l.3)

Bate solvente form dos capas. ae muro. tal que un
vez agregado loe “¡ponentes qee le for-nn se dejaba decenter
durante 20 einntoe y ee utilizaba ln cepa superior. una de
24 he. de desarrollo. ee procedió e an revelado hnbiende eeee
do previamente el papel. nLlrevelador que emplems pri-inve
nente oc al propuesto por: (22)
¿01u016‘1A: Solución ¡cocos Batman de nitrato ¿o flats. ee to
man J,:'> nl. y se completan a. 100 ul. con acatcnn.

Solución Bs 0,2 ¿reo de hidróxido de sodio disuelton en 100 Il.
de etanol.

Lil cmmtugrnma es camera-¿u un la SOlüuión A, made



a1 aira y lapso aunorgido an la aolncién B. 6036:4010 aooar
nuevamenteal aire, las manchasaparooen an laa dos prinlrol
minutos.

En realidad al ¡avalador alplaada aoio evidencia
la presencia da agúaaraa reductores. no obatante y a paaar da
aar my sensible, resulta aer poco especifico, por cuanto ta.
bién la sacarosa resulta dar reacción positiva. Claro está qua
la obaarvaoión experimentada permite diferenciar a esta última
de los usada ¿lácidoa reductores por cuanto astos último! pro
ducen minchas marrón oscuro bastante rápidamente, no asi la aa
carosa ¿ue comienza danao un poco después una mancha gris ¡01‘
lioa, que al cabo de algunos minutos (5 minutos) so confunda ocn
la que dan los ¿lúcidos reductores. Ia se ha hablado, en al oa
pítulo correspondiente a la parte teórica, ¿e iu ¡oca especi
ficidad de este raveiador, puro esto se compensapor la rapi
dez de su acción ruvciinte y por la comodidad Hue representa
no tener que trabajar en caliente comoen ia uiyaria de laa
otros reveladores. Asimismoan sensibilidad raauita incauto
nianta puesto qua al cabo de 10 minutos y por acción da la
luz, se deposita plata metálica en todo el uromatograna. qp.
si bien no inhibe la observación de las manchas, quita al naa
nífico Contraste blanca del papel de extraordinaria importanp
cia cuanuo se desea ¿uego sacar la renegrafia del cromatogra
ua. Por ¿llo heuos euyiaaúo una seiucióu dc hiposulfito sódi
co ui jj con la cual se trauauu ai cromatograma daapuia da gg
VJlddO para udú¿r ei ÜACGSOde plata. kara :ata operación do
rcvslaio se empleó una bandeja que ue oa construido con chapa
galvanizada .10¿b cm. por 4a omo, aimiiar a la que se null“
en la capia da planos.
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Del oonJunto do estan operacionoo preliminares homo.oxtrniao
las siguiente. conclusion-oa

1° - La imposibilidad ¡bsolutn do aaparnr con ost; tienta.
algunos ‘1ñ01d00 entro oí, colo sar lovulooa do glucosa, o
gnL\otona de gldoona, porque sus R! son muyprüxinon.

2° - El inconVen1ontedo depositar gota. cuyos dlánotro no I.
acerque a los 5 un. por el agrnndnlinnto de la manchay la toa.
Incifin de colas.

3° - ¿1 mal delineamlento de las manchas una vez revelado el
cronatograma, cuando sobre el mismoyunto de yartida ae filolo
ron siembras de dos sntaa eorrospondlcntea a otros tantos ‘16
cidos sin haber secado previamente la anteriar.

4° - Las pentosaa tienen mayor dosplasamlonto o aca mayor kt
quo las hcxonns y a su vez ¿stas mayor que loa disanárldon.

Hemosresunláo detallar el trabajo realizado anglo
bándolo para su major co-prnnssón bajo loa oignicnton unirnos

1) Pre" “3:1 n de 1 es crom o

2) segurago de las 20350 z desarrollg.
3) Rovegado1 doterm1naoigg cualitag¿!g.4)¿BMW

Ln maleza que se ha anglendo en el prnsonto tribu}.
proviene de Graz ALta, estaclóu dolambroa, rrovincia do runn
mány pertenece a la cosecha del una 1958.



Cono:3. ha dicho anterior-onto la nuestra n ama-to
mfiu‘ requieropreviamto untratan-nte para enana: ha
proteínas y sales queconlas sustancias variantes. sobr
todo ¡una última- quoue mcmtra en elevado tenor (la nt.
ratura cita del 8 al 129 de cenizas pura la malas. nacional).

Para ¿no en tubo de centrífuga perreotumto 11
910 y 3000 30 ;osaron 2 gra. y no diluyonn con 5 nl. do agus
destilada, luego se añadió 0.5 m1. do una «¡014101611“tanda
de acetato de 910M.

A continuación sa procedió 1 cautri;u¿nr durante
lu flautas, tratase-¿santa al líquulo uobramdante limpido I. Il
vaso de ¿Arecipitados de 50 ml. 3.1residuo ruó tomado dos vo
ces n53 con agua destilada y centrifugaino, 'z'euniondotodo.
los líquidos de lavadoen el vasito anterior. Jonoch m
ración la muestra quedó libre de proteinas-1, gauanju m “¡un
clón las nales, incluso algo de ¿acetato ¿e plomo empleado n
la detención. y los calificados.

un este punto el líquido prosentaba un colar 1130
rnmantomrnunto, que moría ¿e mteLJLÍLOuI’Vuapreciable
mentoal concentrar ¿a solución en las operaciones ¡0.15.1.
tos. Posteriormente ae prouedi‘ a. eliminar Las salen, etapa
que yodíwwa haber ¡»alisado empleando rozan-¿a intercambio
cáorao¿la iones. ¡ero ¿»MarinosWar cm- tul Liu la ¡amni
na. anhidrur'bun recomendadapor la literatura european.por.
tu. poca “5.10643 en lo. distintos trabajos dc la. suponían.
dad realizado. en ¡nu-tro más. rara ello ¡unimosdo partir
de una ¿pinchas conalgún contenidoaan. que como”. o



liliner por deetilecifin e reflujo teniendo en cuente el Peste
de Ebnllioión de la piridinn (116-0). no.eliminación del aga.
ee hace imprescindible por cuente cl metodoae beca cn le ec
lubilidan de lo. glúcidca, y le nantfioeta insolubilidad le
las salce en piridina. con 1o om estan ini-n puedeneer
es! eliminadas por una ¡suple filtracién. Este tecnioe perte
nece a Inlgrees PH. y lcrriecn A.B. (23) y ooneiete en lc ¡L
guiente:

al líquido centrifugado sc lleva n saco en baño de
Maria. el residuo una voz frío ce tone con S nl. de piridine
anhidra y se calienta durante 10 minutos a 100 00, cualquier
resto añlido adherido a las paredes se introduce dentro la pi
ridina medianteuna varilla de vidrio. se enfría filtra y ee
procede a eliminar la piridina por destilacián e preeián redu
cida cuidando de no pasarse de ice 40°C de tenperature y el
residuo se toma cor la cantidad conveniente ue agua. Renee
ecguido paso a paso este técnica y el tenian. fue tened. een
1 ¡1. de agua. Para la destilación nl Vicio se construyfi al
dispositivo especial cuyo detalle ee ebserva un la fctegrette
N0 1. De tal modose obtiene un concentrado de las esúenree
en l llo

La solución en este punto presenta un color intel
aamenteamarillo y para la ccncervnoión tanto dc le ¡teatre ce
mode lae solucionen patrones de los dietintoc ¿lúcilce. le.
hemoaedicicnadc de dos gotas de tolnol y mantenido el helede
ra.2°J-W

El nombradodc iia gotas sc efectuó con una pipete
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DES DANDO AL VAG 0

Se aprecia un vaso dc precipitado que contiene agua
y un tubo dc ensayo dc parados gmc-ao con tapón dc gon
y doc tubos quo lo atraviesan, uno de ellos conectado c.
la. trompa y cl otro comunicando con 1o.atmósfera on un
extra-o y cl otro “trono cn torna dc capilar sumergido
cn la solución piridinica a evapora.
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capilar, sobre pepe]. ¡{batmanR0 1 mua. dimension“ eran de
18 on. de nuebo z 54 en. ee 1era», dilensionad. en el eentido
me! de le hoja. Leegeta- ee lepoutaren teniendoh precal
eión de que no fuesen de de de S -. de diámetro. eituñndolee
entree! e 2 en. ¡lediam

Comode los ensayos prenee ee habia observado, que
resultaba imposible ln aepamiün ¡nz-recta de lee glúeidoe pre
eentee un la mestnz mediante un solo desarrollo. optamo- per
seguir la t‘cnica del desarrollo liltiple. 1.aaim ooneiete
en efectuar un primer desarrollo, dejar secar el orontegre.
y efectuar un nuevo desarrollo y ee! sucesivamente heete obtener
me pez-rectamerecida.

Originalmente habíamospensado que le renlui‘n
yodría llevarse a cabe empleandole tónica demandante y de
Jando gotear el eremtogramn durante un periodo de 36 e 48 le.

Pereeete táctileseme varios solventes,ecotu
;.'ode stilo 1.00nl. ¡andina 50 nl. agua.60 ¡11. y tubi‘n leish
tanul 100al. ¡andina 50nl. y a, 60 111.,perolo. Hell“.
no.fueron satisfacen-tee por nante si ee dejaba eetner el eol
vente 36 he. los .glúetdoe no ee preeenteben ¡el-ande. y es e.
aumentaba e un tiempo mayor. eeoayeben por el otro estreno del.
papel sin aapamrae. LouMonossolventes se 93mm Mi“
con le. tónica ascendente siguierdo el metododel desarrollo
múltiple pero loe resultados eran elmleroa a. los obtenido. een
la técnica descendente. En todos lo. oaeoecuandometi-ol
estos asaltantes, ¿a tuvo la precaución de dejarlos en ¡mafi
oión durante 2 he. y ae tomaba la capa. superior en el desarro
no. ee pmenie de te]. nodoque carne-en dos raeee per el
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cromatograma.

Final-anto enoayamoael solvente npbutanol 4. uc.¡qi
tico l. agua 5. Para ello ao tomaban 40 ml de n-butanol lo nl.
do ao. acético y 50 al. de agus, la mezcla se pasaba a unn amp
polla do decantaolán.eo agitabe. no dejaba en reposo fi hora y
se tomaba la capa superior. El papel una vez sembrado se intro
ducía con el aolvonto un la cámara de desorrollo doscendente.1n
que previamente habiamos saturado con ol solvente. La cámara do
desarrolio fué especial-onto adoptada por nosotros, para ello
construimos un soporto do madera que sostenía una cuba "ByrozP
con dos trozos de vidrio para sostener el papel (ver fotogra
fia fi° 2). Cada desarrollo duraba 24 La. al Gabo¿e loa cualea
se SüCubuel papci ¿e ¿o dejaba secar y se cuuuiaba el solven
te (por cuanto se habia formado acetato de butilo, por acción
deL ¿cido sobre el alcohol) y se procedía a un nuevo desarrollo.
Acobservó ¿ua al gane de 3 desarrollos la separación result
ba efectiva y que la misma tenia lugar en forma gradual y pau
latina luego de onda desarrollo, comose puede apreciar en la
fotografia No 3.

2) Revelado x determinooián cualitativa

Luogoue efectuar al úitimo desarrollo el papal se
deja secar bien y ao ¿recuae a efeCLuar su reVClado. Bata oye
rac1ón consiste en trutar el arountobrama con un agente gothic.
uaecuauo gue ueu capaz ue reaccionar con el ¿lúcido produciq.
do una coloración caracteristica de modotal de ;o¿erlo en
evidencia. Ya se ha hablado en el capitulo correapondionto a
la ,nrte teórica de las condiciones que deben reunir estos a»
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DB D

Rota cuba do doanrrollo, oopooislnnnto adaptada por
nosotros para al trabajo, ootá constituida por doo rooipiqn
to: do vidrio quo se unen en la parto oontral. vanolinando
provianonte loa bordoa y sujetadas por una gomado 10 on.
do ancho. En su interior no aprecio un soporto de ¡adora
que ¡cationo una oubotn tipo "Pires? que oo donde no colo
ca ol solvente.

Si bien el soporte do ¡adora tiene ol inoonvenionto
que debo ser utilizado con un solo solvente, por la. canti
dades del mismoque retiene eat. material. prisontn algu
na. ventajas frente a otros, por ej. vidrio por ol poli
gro de su rotura al manipular. o notaloe quo rápidanonto
¡o oorrocn y que pueden afectar al papel. cuando al nonor
descuido. entran en contacto con ol mismo.
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gentes químicos denominado reveladores. En el trabajo hemoe
enaayadc diferentes reveladores, Oportunamentecitamos el n1
trato de plata del que ya noe hemcc ocupado. Entre los que íug
ron objeto de nuestra atención particular mencionaremcelos 3L
guientes:

1° - Etalato ue anilina (13). de disuelven 1,66 gra.
de ácido ftálico y 0.93 grs. de auilina en ¿oo ml. de butanol
previamente saturado de agua, ce rocía el cromatograua y Je
lleva a estufa a 10500 durante lO minutos.

Si bien este revelador es bastante sensible (solo
reacciona con los azúcares reductores) tiene el inconveniente
de que ui bien yroduce manchas rojo marrones delineadae, el
papel toma un tinte rosado, nue puede lle¿ar u encubrir la
mancha groducida yor un ¿lácido, cmrndo este último se encuen

tra en muybaje concentración. Asimtemoresulta molesto contro
lar el proceso con estaras 00m0la que hemos empleado en el tr!
bajo que carecen ue ventana de vidrio adecuada, lo que otliga
a abrir la puerta a cada instante con el consiguiente descenso
de la temperatura. Ademásel menor descuido, si la temperatura
se eleva al¿unos ¿rad03, el papel se tuesta, lo que ocasiona
pérdidas insalV4bles.

2° - Fosfatc de anilina 14 al 5%en agua, butanol
o ácido acético, ee calienta en estufa a 105°C durante 3 minnp
tos cuando la disolución se hizo cn ácido acético y en cambio
cuando ee efectuó en agua o en butancl se requieren lO minutos
de calentamiento, aunque en este último caso la coloración ce
menceintensa. Beto revelador es similar al anterior aunque
parecería ser algo meno. sensible. No obstante diferencia en
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parto a los distintos aaácaroo reductores ací laa aldcpcntoaao
dan color rojo brillante, las aldohoxcaaa una gana dc coloroa
quo van dol verde al marrón y on cambio laa ootooaa son any
poco sensibles.

3° - Room-cin (14). s. prepara una solución ¿1-01
viondo 3 gra. do roaorcina an 80 al. do alcohol y 20 al. do
ácido clorhídrico 2 Normal, ao calienta on oatuta a 105° du
rant. 19 minutos.

Esto revelador no roaociona con lao aldo-aa. pero
a1 con lao cotoaas y con los di y trisacaridoe quo la oontio
nen dando un hermoso color rojo. No obstante homo. observado
que su empleo resulta ser muydclicado, puesto que 01 I. pro
longa el tiempo de calentamiento todo el papel so tino do ro
jo tornando indistinta la manchaprovocada por ol glúoido.
Aaimiano y aunque hayamos seguido fielmente laa indicacionoo.
laa manchas rojas ac doavanocian a1 cabo do uno. poco. ¡innp
toa. De manera quo estos dos grandes defectos dobcmoaseñalarb
lo.

4° - Urea: (14) So disuelven 5 ¿ra. dd urna. an 20
ml. ¿e ácido clorhídrico 2 Normaly 80 ml. de etanol, ao ca
lienta on estufa a 105° durante 10 minutos.

Bota revelador oa para cota-aa o para co-puoatoo
qpe la contienen, prodno mancha- azuloo, que eo tornan ¡ny
oscuras a madida que aumenta 1a concentración dal alfic1do an
exámen. Ademásnuoatra obaervaoióntn permitido constatar quo
hasta con calentar a 95°Cy que resulta any convonicnto por
ou especificidad, sanaibilidad y porquono tiño ol recto dol
papel, lo que permito obtener ¡anchoa bian dolinoadaa.
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DEEARROL2;

Se observa enfbm perfectamente apreciable como
el númerode desarrollos influye en la correcta sepa.
raoión de lo. suicidas contenidosen la ¡plan analim.
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En sintesis, hemos_adoptadopara nuestro trabajo
dos reveladores. el nitrato de plata, y el de urea, alcohol
olrhídrico por las ventajas ¿ne oportunamentepuntualizare
mos. De tal modoy por el simple hecho del revelado, hemos
podido diferenciar las aldosae de las oetoeaa o compuestos
que lae_poaean.

En indudable, que de tal modo poeeíanoe medios de
inestimable valor que servían de verdadero auxilio, para el
poeterior análisis cualitativo.

Ea claro que para tener absoluta certeza en la
determinación cualitativa procedimoe a sembrar a más de la
muestra, en puntos diferentes sobre la mismalínea de partida,
oada uno de los glúcidos aospeohados, lo que nos permitió i
dentificar en forma indubitable las cuatro manchas(ver figu
ra N° 5) que resultaron oorreapondier a la sacarosa, glucosa,
lavuloea y xilosa. Comopor esta técnica resulta imposible
erpreear el Rf de cada ¿lúcido hemosdeterminado loe valoren
Hg: 100 cuyo detalle ee puede apreciar en el cuadro N° l.

CUADRO N. l

:ÏMBdb ‘HfllïkddlGHIHIOB f.m:. Rgflflo. SOUWIHT
110 anwnnmu

susana 1-7 70.8 2mm;
canoa 24 mo 1do¡cauca 3 deso
LEHEBSL 27.5 114,5 Agua rrorhulde ¿ótnmo
runs; :nu5 lïhfl eelünlfluzla 24 ¡una!

aunado! cada ¡no
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4) Dogorlinagifinguant;¡e¡¡zl

Para la determinaciónsustitutiva hono- preferido
los métodospor eluoión y posterior vnlornoión titrinñtrioo'
de la sustancia contenida en ol oolvonto, quo on esto caso oo
el agua.

En el cano de los ¿lúcidoa roduotoroo oo ha utili
zado ol método do Sonogyi (24). El quo oo basa on la redun
oión del cobro dol reactivo a oobro nonovalonte, ou posterior
oxidación a cobra bivalonto por noción del iodo. y final vap
loración del exceso con una soluoidn de hipoaulfito sódico.

En ol caso de la sacarosa se ha empleado ol mitodo
do la oxidación con portodato (25). quo se basa en la oxidap
ción por parto do onto roaotivo de los compuestos que posean
grupos exhidrilos sobre los átomos de carbono adjaoonteo con
formación do aldohidos y iodato de sodio. Si los aldohidoo
resultantes goseen Urayos oxhiarilou sobre el átomo do oarh
bono adyacente se formará.áoido f5ruico, que sa valora.oon
una solución de hidróxido de sodio.

Pero antes do entrar un ol detallo do onto. mito
doo. oo explicará cano se erootuaron el conjunto de las opora
ciones. Sobre un papel do 18 x 54 om. ao trnzó a 6 ol. del
bordo, la línea de partida, y sobre la mismase cobraron a 3
cm. do distancia entre si. la ¡nostra y las soluciono. patro
nes de cada uno de los glúcidoa. Se angloaron 2 grs. de muco
Bra ¿nrfeotamente pesada y luego de eliminar salen y proteínas
fué iisuelta en agua doetilada hnata completar 1 ll. En10'
dos extremos se depositaron 2 gotas (una para cada uno) y
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DETAQáE DE LA FOTOGRAFIA N0 i

3M
Resulta mw importante durante le. siembra, no to

car el papel con la nano, que siempre comunica sucie
dad, sudor, grasa, oto. por lo que resulta conveniente
colocar un papel por debajo de la meno.



luego euceeivumentecon pipete calibrada de 2¡ul. l gota
(para evaluar glucosa, levulosa y xiolooa), l gota (para eva
luar secaroea (habiendo diluido la muestra a 5 m1.), l ¿0ta
de las solucionen patrones, de glucosa, sacarosa, levuloea
al 20%y 2 gotas de xiloea al 2%. Hemosprocedido de esta
manera, porque resulta conveniente para la determinación cua;
titativa que 1a cantidad de ¿lúcido de lno soluciones patro
nea no difiere en forma muyapreciable a la cantidad conteni
da en la mueetra.

Luegode efectuado el desarrollo múltiple, revo
lamoe las tiran extremas quo correspondían al testigo, con
lo cual ee tenia la absoluta certeza de la posición de loa
¿lácidos sin revelar, de la muestre y de los patrones.

Poeteriorlente rocortamoeel papel y los distinto
tronoe ee colocaron en tubos de ensayo, con auxilio de una
varilla, luego a cada tubo oe le añadieron 3 el. de agua
destilada. Por iltino procedinoea efectuar una agitación
mecánica de 350 golpes por minuto durante un lap-o de 3 ho
ras, oon lo cual los glúcidoe pesan a la solución en forma
total.

Para loa glücidoe reductores ya se ha dicho que
empleamos el método de domogyi. Se procede asin a 5 ll. del
eluído ee añaden 5 m1. de reactivo de Somogyi. Se calienta
a baño daría durante 20 minutos (enórgico), luego ee enfría
bajo la cnnilla'ee añaden 0,5 ml. de colación de iodnro de
potasio al 2.5J y 1,5 ml. de ácido eulfírioo 3 Normal, y
se titula con hipoaulfito de sodio N/ZOO.
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Unlitro del reactivo do 30.9511 oontiano, 28 gra.
do fosfato disodico. anhidro. 100 ml. de hidróxido de aodio
normal. 40 grs. de tartrato dobla do sodio y potasio, d gra.
do sulfato cfiprioo y 180 gra. da sulfato do sodio anhidro.
Ademásol reactivo ao adiciona de 5 nl. do sol. de lodato
de potasio normal cuando la cantidad de gluoido a valorar no
exceda do 0,5 mara.

Si la cantidad do ¿lúcido oxoediora do 0.5 mgrs.
ao añadan 10 al. de ¿odato do potasio normal por litro do
reactivo. teniendo an cuanta que al final dc deberán añadir.
l ml. de ioduro do potasio al 2,5%.

Antes de uïadir al iodato do potasio al reactivo
es menester dejar que la solución so estabilioe, por ol té;
nino de 48 a¿., luego decantar, añadir ol residuo filtrándolo
previamente y por último añadir ol yodato de potasio. La
valoración se deba conducir con cuidado por las poquoñaa
cantidades de cobre involucradas, que reaultan tacilmonto
oxidablaa por acción dol oxigeno del aire, Juataaonto una do
las funcionoa del sulfato do sodio del reactivo ea la do

provenir onto inoonvonionto. No obstante on ol Erlnloyor don
do ao ofoctuó la valoración y con el mismofin, homo: adapta
do un tapón con una Válvula espacial que permite anpulanr
los vapores sin ¿ue se produzca entrada de oxigeno atmoató
rico.

Para sacarosa empleamosel método del poriodato
de sodio quo consiste en lo siguientes El líquido eluído
(5 Il). que contiene de 0,2 a 5 mars. do azúcar, no anidan
con l ml de metaperiodato do sodio 1/4 nolar y ao calienta
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DETALAEDE LA romoan¿r;¿ N0 2

¿EAQQSLBcu¿¿;g¿g;vo DE LA HELAgá

Ia. tira marcada con A corresponde a la mostra ro
volada con nitrato do plata, oononnndo de abajo se SPI!
cian las ¡anchas correspondientu a sacarosa, glucosa,l,_
vale-a y ¡110...

Sobra la. tiran B y c ae obaemn las muchas eo
mapondionteo a glucosa y ¡11er rovdadaa connitrato
do plata.

m la tira D se ha revelado la mmstra con ol reng
tivo urea-aomlorhidrioo, las mancha. corresponden a ¡ar
onron y lennon.

hatimEyrnhnnz-onlado tambiinoonol
reactivo urea-aomlorhídrioo y menu-an las ancha. to;
tigo de muros. y lennon.
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en baño de ¡aria por JO minutos. Sc enfría, ss añaden 0.2 nl.
dc gucci. y .e titulo. con hidróxido de sodio n/ioo en pro
eencia de rojo de ¡stilo cono indicador.

tonto en este metodocono en e]. de soncgi. cs in
portanto controlar el tisnpo de calentamiento s fin do que lo.
reacción sea total, ací por cJonplc so sube que 1a reacción
pera la glucosa es completa u los lo minutos, pero para otros
¡Monos se necesiten 20 minutos, aulcgnncnte psss con o]. ca
eo de ln oscar-cen, de ts]. nodo hemos¡“todo cl ti-npo del
tratamiento cn 3.Ela fin de dar un ¡si-gen de seguridad. ha
el motododo poricdnto ee importante agregar ol ¿noel a].
final por cuento el oxcooods reactivo se transforma en io
dstc que resulta sor neutro si rojo de metilo. Asinisno es
inportantc neutralizar prcvisnents el gliool m presencia
de 2 gotas de rojo de metilo y conducir la valoración tan
bi‘n con 2 gotas dc indicador hasta quo ee alcance ln aim
coloración. Otra ds las precauciones que ce deben tmer oe
ls dc provenir la cvaporaoión del ácido Iórnioo que se va
formado durante ol calentamiento para ollo lo henos condu
cido s reflujo en un pequeñomón ocn tapa calculada de vi
drio provisto do un tubo de 1 nt. de largo y que luego de
entrier se levebs con lu mismacantidad de ¡gm destilada ps
ro. ls'nusstrs. y testigo.

ici-ás hemostenido especiel cuidado de ls absolu
ta liman del material iwoiuorsdo en la valoración, tubo
de ensayo, pipstas, buretss, erlenneyer. etc. los que fuoron
lavados repetidamente, incluso con nosola oultocrónios, on
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A SI U T V0 DEL JUGO DE UVA

La tira A correspondo a la ¡nostra revelada con
nitrato de plata, se aprecian comenzandodesde abajo,
las manchascorrespondientes a sacarosa, glucosa, lc
vnlosa, y la que corresponde al compuesto do caracter
cotónico.

Los tiras B y C preaontan laa manchas testigo do
glucosa y lovulcca. revelada. con nitrato do plato.

La tira D corresponde a la muestra revelada con
el reactivo urea-no.010rhídrioo.

Los tiras E y r corresponden a las manchas too
tigo de lovuloaa y sacarosa, revelada. con el reactivo
nroa-ao.olorhídrico.



Juagadoa con agua destilada y sacados.

El liquido de eluc15n 3 m1., contenido en cada uno
de los tubos de ensayo se transvasaron a un Erlenmnyor de 50
ml. de capaciaad (los que corrosLondían a los azúcares reduc
toras) y al baloncito (los que correspondian a aaoarOuu) en
pleando l ml. on cada lavado hasta cempletar a 5 ml.

Los datos de la valoración, así comolos purcentw
Jes de cada uno de loa ¿lúcidos Contenidos en la muestra se
detallan en lon cuadros N° 2 y 3.
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VALORACIONDELOSTESTIGOSDEMELAZA

Cancer-tracióndinerodo¿Pesodeltnl.de5203N821Lluis8203N32lhferonciaX5

GLU‘IDUSde.1asolu-gotasdeLtestigo200gastadosI/ZOOgastadosio¿lúcidobcióntestigo.2nl.gambmenlavalora.mlavalora-5-6pornl.do

09/100ml.sembradosE; cióndelreao-pióndolos520N32
tivo.t.st18°80lll.N

-1--2--3.-4--5--6--7--8
GLUCOSA2014006.253.183.07130.3LúVULOSA2014006.253.3152.935136.3XILOSA22806.255.670.58137.9

ConcentraciónúmerodePesodelnl.deHONags

dulaaolu-tasdetestigoV100gastadosde¿lúcidoGLUCIUOcióntestigo.2pl.sembradoinlo.valora-pornl.deGa/lOOml.thembradoaXS tióndeltea-HONan/ioo

'tigo

SAUAROSA2014001.15347.8
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PesodelaVolumenNúmerodeml.de3203N112"mi.de3203Na2DiferenciaGrsqdeglúciCantidad

GLUCIDOSsubstanciaaqueagotasdon/ZOUgastados¿77/200gastadoadoenlaongporcentualgrs.llevóla2,411en1avalora-mnlavalorap5-6tidaddoun”do¿lúcido
muestra.aombraiaocióndelreac-«cióndolastraempleadagra/100gr.

ml-tivo.muestras.m1.

GLUCOSA2ll6.254.152.10.13636.84
LLZVULOSA2ll6.254.31.950.13296.7

XILOSA2116.2560.250.01720.86

PesodelaVolumenNúmerodeml.dcHONa¿5ra.deshin;Cantidad

substanciaaquesegotasdeN/lOOgastados(loenlacan-porcentualGLUCIDOgra.lhvóla2,411enlamloruptidaddelade¿lúcidomemitrasembnda:cióndelamuestraemplggz'a/lOOgr.

'mostra.da.

SACAROSA2510.880.765138.25
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Conola época que correspondía a nuestro

trabajo no coincidía con la de 1a vendinie, optanoe a título
de eneayo, analizar un Jugo de uva en botella.

Eocoginoe para ello uno de la marca "Pirá
nida", que noe permitió obeervar cuatro manchas, caracterizaron
a tree que correspondían e glucosa, levuloea y xilooa y la úl
tima por eu Rg x 100 ¡170,2 correspondería a la riboea. Atri
buínoe en este punto, la ausencia de la sacarosa a que tal vez
por tratarse de un Jugo viejo ee hubiera deedoblada por acción
enzimática en glucosa y levuloea. Por ello decidi-oe esperar
la vendimia para tener uva madura. Para el trabajo enpleanoe
uva "Moscatel" proveniente de la zona de Palmira. Provincia
de Mendozay correspondiente a la cosecha del ano en cureo.

Enpleamoe la misma tecnica que para el ca
ao de la melaza, con lo que pudimos apreciar 4 Iunohae'correo
pendientes a eacaroea glucosa y levuloea (ver fotografía N06).
La cuarta manchafue objeto de nuestra atención particular.pre
sentaba un Rg ligeramente superior al de la xilcea H0z 100;
140.5, tratada con el revelador de nitrato de plata ae presen
taba comoun cuerpo de características rwductorgg' tratgda con
fosfato de enilina al 5* en acido aoótico y en n-butanol no ae
obtenía ninguna coloración - (Conoee ha dicho eete revelador
no da reacción contntoeaa). Conlee reactivos urea-clorhídrico
y con roacroina -ao.clerbídrico (que sabemosnon eepecíriooe
para cetoeee o para compuestos que poecan la agrupación co) ee
obtenía coloración azul y rojo respectivamente, que resultaban
cer nie intensas que las obtenidas con la sacarosa de la muco
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tra. D01conjunto dc lo antorionncntc expuesto, no puede decir
que cl compuesto en exámen sería una pentcsa por cl Bg x 100
tan clavado que presenta y ademáspor su conpcrtanicnto front.
a los distintos reveladores, poaecria grupoco.

Alos finca dc la determinación cuantitati
va hemos empleado los mismos m‘todca que para el cano dc la mc
laza, utilizando loa tcatigpn y nuestra en lao concentraciones
adecuadas, los que conjuntamente con los resultados no muco
tran cn los cuadro. NG4 y 5 que cc muestran a continuación.



cUADRoNoA;

VALORACIONDELOSTESTIGOSDBJUGODEUVA

ConcentraciónNúmerodePesodelml.de320N32¡1.60320N32DHermcia

GWCIDOSde1asolu-gotasdetestigoN/200aaoaN/ZOOgastadosde¿lúcidocióntestigo2,ulsembradoenlavalorapenlavalora-5-6pornl.de

g/looml.sembradoscióndelroac-cióndelos520N32
tivo.testigos.m1.N200GLUCOSA20%14006.253.243.01132.9LáVULUSA20%l4006.253-42.85140.4

ConcentraciónNúmerodePesodelml.deHONa

de1aaolu-gotasdetestigoN/lOOgastadosde¿lúcidoGLUGlUOcióntestigo2nlsembradoenlavalora-porml.degrs/IWm1.sembradoscióndelteu-HONa.N/lOO

tigo.

SACAbOSA2014001.16344.8



CVA:MRACICN

¿JEL.

UÁDRON°5

LTUE'STRADEJUGODEUVA

PesodelaVolumenNúmerodem1.de3203N32mi.do3203HazDiforonoiaGra.deade;Lsntidad

GLUCIDOSsubstanciaaquese¿gotasde11/200gastadosll,"200gastadosdoonl'acaeporcentual

grs.nero1a2menlavalora-onlavslors-5-6-tidaddolsdeo/glúoido
muestrasembradascióndelreac-cióndola.muestraom-grs/100m.

ml.tivomuestra.ml.pleada.

GLUJOSA2ll6.253.32.950.196029.8

LEVULOSA21l6.253.42.850.2000710

PesodelaVolumenNúmerodsm1.deHONaGrado¿lúcidoCantidad

GLUCIDOmuestraaquoseLgotasde¡4/100gastadosenlacantidadporcentual
grs.levóla2menla.valora-demuestraon-deglüoido'

muestrasembradascióndolaploadagrs/1003113.

ml.muestra.

-1--2--3--4--5--6--7SACAROSA23.5150.70.004020.2



U!



Hemosutilizado los vastos alcances que presente
al analista la crcmtcgrsfia sobre papel para determinar ls.
composición en glúoidos del Jugo de uva madura y la melena
de caña nsoionsl.

El tratamiento a que hemos sometido las muestras.
de uva y melszc en todas sus etapas son similarce de mnsra
que las detallsre em‘ccnjuntc.

Las muestras provenían de Cruz Alta, estación Co
lombres Prov. dc Tucumáncosecha 1958 para ls melaza y de ya;
lira Prov. de Mendozacoeschc 1959 parc la avs quo correspon
día a1 tipo 'lcscstel“.

Para la determinación cualitativa se posaron 2
grs. ee diltwcron con 5 m1. de agus y por agregado de 0,5 m1.
de sol.ds acetato de ¡lomosaturado con lo que por oentrituga
ción coneguirmossliminar las proteins. ¡muestras fueron
liberadas dc sales siguiendo ls técnica (23) de nalprece hay
Horriscn Len. quemplea piridina snhidrs en la cual resultan
ser solubles los glúcidcs e insolublcs las sales.

Dc tal modoprocedimos a eliminar el líquido cen
triguadc por superación s. baño dc Maria y luego añadimos 5 m1
de piridins. calentamcs durante 10 minutos a 100 °C hasta ob
tener une perfecta eolubiliznción, mi'rianos, tiltrsmos y eii.
minamosls ¡tist destilme al vacío a temperaturano mayor
de 40°C. UnaVsz eliminada la piridins añadimos 1 nl. dc agus.
destilada con lc que teníamos la muestra .Libre de salas y
proteinas y pronta para. eer depositada sobre el papel.

31 papel empleado sra e]. Whatnnn número 1, dic
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puesto en el sentido mayor de la hoja y cuyas dimensiones eran
de 18 x 54 emo. lo que nos permitía efectuar seis siembras e
una distancia de 1,5 om. entre si.

Empleumosen el trabajo la t‘onioa descendente,
siguiendo el metodode los desarrollos múltiples. Este método,
que consiste en someter al oromatograms a una 89110 de doss
rrollos sucesivos nos ha permitido resolver el problema que
le presentaba dedo los valores RI muypróximos de los glüoi
dos componentes. Hemosenoayado diferentes reveladores, de
los cuales para el trabajo de rutina esoogimosdos:

l - (22) SoluciSn A s Solución acuosa saturada de
nitrato ue plata, se to-m 0,5 ml. y se completar:a 100 ml.
con eoetons.

Solución B : 0.5 grs. de hidróxido de
sodio disueltos en 500 ml. de alcohol etilioo.

El oromntograma seoo no sumerge en la eoluoi6n A,
so deja sacar, y luego en la solucion B, las manchasaparecen
en los dos primeros minutos.

Esta revelador actúa sobre los ¿luciana reducto
tores, pero dada su extraordinaria sensibilidad tambien aoun
ss reacción positiVa la sacarosa, pero la observación deteni
da ds la evolución del color de la manchapermite distinguir
ls. En efecto, en lugur de dar manchas marrones oscuras, como
lo hacen los glúcidoa reductores, comienza dando un tono gri
sáoeo y luego de 5 minutos se torna igual a ls de las glüoin
dos reductores.



2 - (14). 8o disuolvon 5 gra. do urea on 20 ml.
do ácido clorhídrico 2 Normal y 80 m1. do tanol do 96°, oc
rocia ol cromatogramay oo calienta on estufa a 105°c duran
to 10 minutos.

Este rovolador do coloración azul, con loa ¡lúci
doo quo poseen grupo CO, quo oo cocnreco con cl aumento de
concentración. Resulta ser muyespecifico y sensible. En cambio
laa aldozaa no reaccionan.

Homo.empleado el solvente butanol. ácido acéti
co. agua 4.1.5, cmplcando1a capa superior luogo do dejar do
cantar durante 20 ninatoc.

Do tal modohomoopodido caracterizar para la Io
laza 4 manchas. que correspondían a oacarooa, glucosa. lova
losa y ziloca. En el Jugo de uva observamos tanbi‘n cuatro
manchas, rooonooimosa tros de ollas a caber, sacarosa. glu
cosa y levulosa. Respecto do la cuarta mancha comprobanooquo
cc trataba do un compuesto reductor puesto quo daba roacción
positiva con el revelador do nitrato de plata, adcméscon cl
reactivo arca -ácido clorhídriuo (azul) y con ol rosorcina
acido clorhídrico (rojo) y negativa con el fosfato do anili
na disuelto en butanol y ácido acético. Todoonto asociado
al alto valor RGx lOOa140.5. parecería indicar que al comp
puosto on exámen ea trata do una pentasa con agrupación CO.

A los fines de la determinación cuantitativa homo.
preferido los métodostitrimítricos que se realiza sobre c1
liquido oluidc. Para ollo bamos ompLeadosolucionoa patronos
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y la nuestra on concentraciones adecuadas, nombrandool croma
togramay revelando solamente laa franja; external, quo tal
bi‘n correspondían a la uno-tra. con lo quo so tenia la abso
luta corteza do la posición do los glúcidoa do los patronos
y do la propia muoatra cin revelar. Para la clución hemosro
cortado al papel. colocado on tubos do ensayos con J nl. do
agua y procedido a una agitación mecánica durant. 3 horas a
350 solpoo por minuto.

Finalmente homo. incorporado el liquido do clnción
al Erlonnoyor donde ae ofentuaría la valoración, lavando doo
voooo con l nl. do agua doatilada hasta completar a 5 nl.

A loa finca de la dotorninación cuantitativa ho
noo preferido laa técnicas titrimoiricaa. Para los ¿lúcido
roductoros so ha empleado ol método de Somogyi (24) y para

la sacarosa ol método do le oxidación con poriodato (25). El
primero do cotos m‘todoa aprovecha ol poder reductor do loa
glúcidoa. quo transforma el cobro del reactivo a ouprooo. en
posterior oxidación a cobre bivalcnto por intermedio dol lodo
ro do potasio en medio ácido y final valoración del iodo en
exceso, onploando una solución do hiponulfitc de sodio. El
segundo do clloa se basa en la acción oxidanto del poriooda
to. quo fracciona la molécula del glfioido dando ácido tórnico
quo ao valora cor una solución do hidróxido do sodio.

El método do Somogyi se conduce así: a 5 nl. doi
oluido oe añaden 5 nl. del reactivo do Scnogyi. ao calienta
on Baño do Maria (enérgico) durante 20 minutos, oe enfría ban
Jo la canilln se agregan 0,5 ml. de solución do ioduro de po



potasio al 2.5%y 1.5 al. de ¿oido aultdriee 3 I, ¡e titula con
hipoeultito de sodio 11/200.

La solución de Somogyicontiene en un litro: 28
gra. de fosfato dieódioo anhidro. 100 nl. de hidróxido de
sodio 1 N, 40 gra. de sal de Rochelle, 8 gra. de sulfato od
prico y 180 grs. de sulfato de sodio annidro. Luegode dejar
en reposo la solución durante 4Bha. ee la filtra y agrega sul.
de solución normal de iodato de potasio.

A las fines de la valoración eu menester adaptar
al Erlenneyer donde ae efectúa el calentamiento una pequena
válvula que permita expulsar lea vaporel ain dejar la posibi
lidad de entrada de aire a fin de prevenir la oxidación del
cobre aonovnlente.

El métodoal periodoto procede así: a 5.1. del
eluido se adielona 1 nl. de solución 0.25 molar de ¡etaperie
dato de sodio, se calienta en Bañode ¡aria durante 30 minu
tos, se enfría bajo la canilla, ee agrega 0,2 ml. de glicol
y ae valora con solución de hidróxido de sodio N/IOOen ¿re
senoia de dos gotas de rojo de metilo.

El añadido de glicol tiene por objeto deatruir
el exceso de reactivo transformándolo en iodato, natro al
rojo de metilo. Resulta imprenoindiblo adaptar un refrige
rante a reflujo de l metro p-oriato de teï¿,aenculada. du
rante el calentamiento, a fin de evitar que escape el ¿oido
fórmioo a medida que se va formando.

Resulta imprescindible que laa solucionen patro
nea se ¡agan correr en el cromatogrnma, puesto que el papel
comunicaun ligero poder reductor al liquido de eluoión.



con lo que no asegura que el mismopodar reductor no ha 1n
corporado en la recuperao;6n do los glúcidos de la nuestra y
de las soluciono. patronos, cuando ae ha tenido la precano16n
do trabajar sobre recortes de igual superficie para ambos
casos.

Se han empleado soluciones patrones al 20%p/v
do glucosa, sacarosa y levuloaa y al 2%n/v para ¡11093.

E1 contenido en glácidos de la melnza y del Ju
go de uva, se detalla en el cuadro N° 6.

CUADRO N° 6

“LA”; JUGO»DE UVA

F en Pena

SACA.thQA 3.1.“wa 0.2

GLUGc-SA 61.11003; 9.8

LEVULUSÁ LHVULOSA 10.0

¿ILOJA



CONLLUSIONRE



El presente trabajo nos ha dejado una serie ilh
portante de conclusiones, las que correctamente interprete
das serán de extraordinaria aplicación en los trabajos fut!
ros de la especialidad.

1') Se demuestrela extraordinaria eficacia de
ls piridina snhidra en ls separación de las sales de la mas.
tra, que resulte ser tan eticez comolas resinas intercam
biadores de iones, pero de más fácil manipulación y con un
tiempo de trabajo muchomenor.

2°) Recomendamosle tecnica del desarrollo múl
tiple. que si bien presenta le desventejs.de tener que se
car el papel. sacarlo y volver a efectuar un nuevo ccrrimien
to. respecto del método que deje goteer el cromatoarnme. re
sults de ser de mayoraplicación puesto que puede ser útil
en la cromatografía ascendente. Justamente donde serie in
posible emplear le tecnica del gcteede.

'30) La presente tecnica permitirá investigar no
sólo la composiciónen glúcidos de las diversas variedades
de frutas del pais. sino que convenientemente adaptada re
sultará eficaz comométodode control bromatclógioo en dire
rentes productos, por 91., mieles, dulces. Jelena, etc.

4°) Temblinpermite investigar los glúcidos pre
sentes en el reino vegetal bajo le forms de pentossnoe, nexo
esnos, ete. efectuado previamente una hidrólisis en medie
sulfúrico y nsutralizendo con solución de hidróxido de bario.

5°) Hemoscomprobadole extraordinaria sensibi
lidad y practicidsd de los reveladores empleadosen nuestro
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trabajo dc rutina, sol. dc nitrato dc plata y urea-alcohol
6c1doclorhídrico, coto último por su extraordinaria capoei
fioidado

6°) Por último sc observa la extraordinaria ofio'
cacia de las técnicas cromatográficao, nos halpermitido choca
trar azúcares cuya concentración cs muyinferior a la dc o
tros presentes cn la nuestra, y noc huldado la cgtisfacoión
dc caracterizar una sustancia dc caracter cct6n1co en el ju
go de uva, cuya correcta individualización, no dudamos. que

sc produzca en un #uturo cercano.

Ma z
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