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La cromatografia es una técnica de separacion de
sustancias. Se basa en las diferentes velocidades con que
se mueve cada sustancia a través de un medio poroso
arrastradas por un disolvente en movimiento.

Los bidlogos, médicos y quimicos necesitan con frecuencia
separar los componentes de una mezcla como paso previo
a su identificacion.

En biologia y medicina se usa para separar acidos de la
proteina, separar hormonas, separacion y purificacion de
antibiéticos, neutralizacion y decoloraciéon de cera de abeja.

La cromatografia se usa en la agricultura para ver la calidad
de un suelo desde un punto de vista cualitativo. Es
cualitativo porque se compara el color (es una cualidad)
obtenido, contra una tabla de colores y de esta forma
puede definirse la calidad del suelo.

Deriva de la palabra “Cromos” de color, es decir separacion
por color.



Para poder llevarla a cabo se necesita de 2 fases, una fase
estacionaria, que es en la que se deposita la muestra a
analizar, y una fase mavil, que en realidad es un solvente
(liquido que por sus capacidades solventes, separa los
componentes de la muestra a diferentes tiempos).

La separacion de muestras por cromatografia es utilizada
para:

Purificar muestras, eliminando aquellas porciones de la
muestra que no son utiles

Separarlos componentes de una muestra paraidentificarlos
y/o cuantificarlos.

Existen varios tipos de cromatografia de acuerdo a la fase
estacionaria y la fase mavil, veamos:




TIPO FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL
Liquido — sdlido Gel de silice 0 alimina Disolventes

Intercambio idénico | Resina intercambiadora Soluciones acuosas

Liquido - liquido Liquido adsorbido en Liquido
un soporte soélido

Gas - liquido Pelicula de liquido Gas
adsorbida sobre
un soporte solido

La cromatografia mas utilizada en quimica orgéanica
es la cromatografia liquido-sélido en columna (CC -
Cromatografia en Columna) y (TLC por sus siglas en inglés
- Cromatografia en capa fina).

Tanto la cromatografia de gases, como la cromatografia
en columna y de capa fina, son muy utilizadas para la
identificacion cualitativa y cuantitativa de los componentes
de una muestra.



Cromatografia en papel

La cromatografia en papel es un proceso muy utilizado en
los laboratorios para realizar analisis cualitativos.

La cromatografia de papel requiere de pocos elementos y
pPasos:

Una tira de papel filtro, que es la fase estacionaria, sobre la
cual se coloca la muestra 0 muestras a analizar.

Un solvente, que es la fase movil, que asciende por
capilaridad a través de la tira de papel, arrastrando las
partes solubles de la muestra.

Se debe medir la distancia recorrida por los constituyentes
de lamuestray eltiempoen el que lohacen.Y se puede ono,
comparar contra una muestra conocida de concentracion
estandar.

Con la definicion de cromatografia en papel, podemos
resumir entonces que para que sea una metodologia eficaz,
es importante la eleccion del disolvente, y la eleccion del
tipo de papel filtro.




Experimento No. 1

Constituyentes de los colores
Materiales
1 Marcador de punta gruesa color negro
1 Marcador de punta gruesa color rojo

1 Marcador de punta gruesa color azul.

50 M de alcohol etilico, del utilizado para limpiar heridas
1 Frasco de vidrio claro, alto, de boca ancha

Tiras de papel filtro,
aproximadamente de 8
cms. de anchox 20 cms.
de largo. O, puedes
utilizar:

Tiras de papel periédico,
de los bordes (donde no
hay impresion), de las
medidas indicadas

Un lapiz, o una barrita
de madera para colgar el
papel. Observa la figura.
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Procedimiento

e Prepara la tira de papel filtro o papel prensa.

e Traza una linea horizontal imaginaria a aproximadamente
2 cms desde una de las orillas (abajo o arriba)

e (Coloca la punta del marcador negro y haz un punto.
Repite al lado derecho y a la mitad del ancho de la tira de
papel, con el marcador del color rojo, y luego, una vez
mas hacia el lado derecho, con el marcador de punta
azul.

e Prepara el recipiente de vidrio, con el alcohol (50 ml).

e (Colocalatirade papelfiltrodentrodel frasco, permitiendo
qgue la parte que contiene los puntos entre en contacto
con el alcohol.

e Suspende la tira de papel filtro utilizando el lapiz como
soporte.

e (QObserva el movimiento y separacion de las tintas. Toma
el tiempo y anota.

e ,Qué observaste?, ;Qué puedes concluir de las
separaciones de color?



Experimento No. 2

Cuando llega el otono, en nuestro pais, durante los meses
frios, las hojas de los arboles cambian de color. Del verde
pasan al amarillo o al café. ;Por qué sera?

Lo que le da su color a las hojas verdes es un pigmento
llamado clorofila. Hay otros pigmentos distintos que dan
tonalidades rojas, moradas, naranjas o amarillas, como los
carotenos o las xantofilas.

Estos pigmentos de colores estan siempre presentes
en las hojas, lo que ocurre es que al combinarse entre si,
dependiendo de las cantidades, las hojas toman un color
u otro. En los paises con el otono bien marcado, cesa la
produccién de clorofila 'y por eso aparecen los tonos amarillos
0O rojos.

En el proyecto anterior vimos como hacer un cromatografo
liquido para tintas. Ahora vamos a ver cdmo separar por
cromatografia los pigmentos que le dan a las hojas de los
arboles sus distintos colores, para ver qué cantidad de cada
pigmento contiene cada hoja. Aunque este experimento se



puede hacer con cualquier tipo de hoja de arbol o verdura
(incluso con algas), sea cual sea su color aparente, hoy vamos
a investigar las hojas de diferentes colores.

{Qué necesitamos?
Materiales

Extraer los pigmentos fotosintéticos
y separarlos mediante una técnica
sencilla de cromatografia en papel.

Un punado de espinaca cruda (hojas verdes)

50 ml de alcohol etilico, del utilizado para limpiar heridas
Papel filtro, tiras de aproximadamente 8 x 10 cm.

Un recipiente plano tipo porcelana que pueda contener
el solvente y el papel

Un embudo de vidrio o plastico

Un machacador para deshacer las hojas de espinaca
Carbonatode Calcio, unapequena vy

cantidad, 1 pizca (la cantidad que &&=
puedes tomar entre dos dedos o
con la punta de una cucharita) :




Procedimiento

e |lava las hojas de espinacas, retirar los nervios vy
ponerlas en un mortero, junto con el alcohol y una
pequena cantidad de carbonato de calcio, que evita la
degradacion de los pigmentos fotosintéticos.

e Tritura la mezcla hasta que las hojas se decoloren vy el
disolvente adquiera un color verde intenso.

e Filtra con un embudo vy papel de filtro. También sirve un
colador fino, con una servilleta para atrapar substancias
solidas.

e Toma una tira de papel filtro, o de papel periddico,
hacerle una base imaginaria aproximadamente a 2 cms.
de la orilla (puede hacerse un doblez y luego estirar), y
saturar la linea con el extracto de espinaca.

e (Coloca el papel, sostenido por el extremo contrario con
un lapiz y dejarlo colgado sobre una base de alcohol.
Durante algunas horas.

e (QObservay toma nota de los resultados obtenidos.



Obtendras algo similar a esta hoja de papel filtro.

Esquematicamente, este es elaspecto final de la cromatografia
obtenida con las hojas de espinacas.

Podremos ver unas manchas en el papel de color verde
azulado (oscuro), que corresponden a la clorofila A, color verde
amarillento (mas claro), que corresponde a la clorofila B; color
amarillo anaranjado, que corresponde a los betacarotenos;
color amarillo claro, que corresponde a la xantofila.

<< Carofila

Qﬁﬂmtcm
' xantofila

Xantofila ;
D —
w Clorofila A \ clorofila a
Clorofila B clorofila b



Si hacemos el mismo experimento con hojas rojas o amarillas,
obtendremos un resultado parecido ya que los pigmentos
solubles en solventes organicos son exactamente los mismos
(clorofilas, carotenos, xantofilas), lo que cambiara sera la
concentracion.

¢ Te atreves arepetir la experiencia con, por ejemplo, unas hojas
de croto, otras de repollo morado y una zanahoria? jInténtaloy
cuéntame como te fue!



Discusion de resultados

Presenta la informacion que tomaste durante el desarrollo
de la cromatografia.

Investiga cuales son los pigmentos presentes en las hojas
de espinaca y las cantidades.

Conclusiones

Respuestas experimento No. 1
La cromatografia se usd para separar los pigmentos
utilizados en una tinta comercial.

A medida que el disolvente se va moviendo por el papel
de filtro, que en este caso es un medio poroso, empieza
a arrastrar los pigmentos que estan en la mancha de
tinta. Cada uno de estos pigmentos es arrastrado a una
velocidad diferente, unos mas rapido que otros, si lo dejas
un tiempo, podras apreciar diferentes franjas de colores,
cada una pertenece a un color diferente.




Cada vez que haces un experimento de cromatografia, el
objetivo es separar las partes de un todo, en este caso,
el todo fue el punto del marcador y estabas separando la
tinta. Esto funciona porque ciertos pigmentos tienen mas
dificultades a ser movido a lo largo de la cromatografia en
papel por los solventes que otros. Cuando un pigmento se
compone de moléculas mas grandes, no reaccionara con
el solvente tanto como para mover el papel, resultando en
gue aparece mas abajo en el papel que otros pigmentos
con moléculas mas pequenas. En el experimento del
marcador y en otros experimentos de cromatografia en
papel, el proceso funciona a causa de este fendmeno de
pigmentos que viajan a velocidades diferentes.

Respuestas experimento No. 2

Utilizamos la cromatografia en papel para separar los
diferentes pigmentos que se encuentran en la clorofila, en
este caso proveniente de espinaca.

Los pigmentos son separados y arrastrados a través del
papel filtro de acuerdo a su grado de disolucién en el
disolvente (alcohol).



Biologia: Es la ciencia que tiene como objeto de estudio
a los seres vivos asi también su origen, evolucion y sus
propiedades: Nutricidon, morfogénesis, reproduccion, etc.

Clorofila: Son una familia de pigmentos de color verde que
se encuentran en las cianobacterias y en todos aquellos
organismos que contienen cloroplastos en sus células.

Cromatografia en papel: Es un proceso muy utilizado en
los laboratorios para realizar analisis cualitativos.

Cromatografia: Es una técnica de separacién de
sustancias.

Pigmentacion: Es la coloracion de una parte determinada
del organismo de un ser vivo por el depdsito en ella de
pigmentos.
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