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I — INTRODUCCION

En la elaboracidn del presente trabajo se han tenido que ad—
vertir ctertas dificultades propias del tema; una de 8llas, Yy
quizds la principal, ha sido la poca informacidn que al res—

pecto se tiene sobre las ultimas investigaciones.

La Bibliografia con que se cuenta sefiala 1os puntos de parti-—
da, dejando al investigador el desarrollo de sus principios

rd .
en una forma mds amplia.

La Cromatografia de Capa Fina, es hoy en dfa un método stan-—
dard imprescindible., Debido a su sensibilidad y rapidez, ha
congquistado un lugar seguro en el andlisis quimico desplazan-—

do a otros procedimientos de prdctica reciente.

La Cromatografia de Capa Fina ha solucionado muchas dificulta
des que resultaban demasiado entretenidas con los métodos cro
matogrdficos anteriores a €ste. La Cromatografia de Papel, -

por ejemplo, se encuentra totalmente superada.

Como instrumento anclitico dentro del campo de la Quimica, es
de reciente aplicacidn y en tal virtud tiende a extraviarse
en la infinidad de descubrimientos técnicos propios de la é€po

ca,

Sin embargo, su valor como auxiliar prdctico en la solucidn

de muchos problemas es innegable e insospechado. En las dreas
de Biologia y Farmacia, su difusién y conocimignto €s amplio.-
La Medicina Forense, por ejemplo, en la tarea importante de -
identificar productos farmacéuticos y venenos en los 1liquidos
del cuerpo, cuenta con su valiosa ayuda por la rapidez que a
veces se regquiere de un método de andlisis. En la Agricultura,
la enorme difusidn de pesticidas tdxicos representa un peligro

para la vida animal y la Cromatografia de Capa Fina ofrece un



método altamente sensible para las combinaciones gue en estos

casos alteran el proceso metabdlico.

Sus aportes a la Industria también son generosos y de especicl
manera habrd de ser objeto en el presente trabajo su contribu—
cidn en el sector de alimentos y en particular de las grasas Yy

1los aceites.
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OBJETIVO

Freliminarmente, €l presente trabcjo tiene la finalidad de -
describir a grandes rasgos un nuevo'y revolucionario método

de andlisis para luegc hacer notar sus implicaciones en el -
Control de Culidad de la Industria Alimenticia y, especifica

mente, en 21 campo de aqcelites y grasas,

Por el hecho de que la literatura sobre el tema estd muy dis

persa y en gran parte dificil de encontrar, la elaboracidén de

esta tesis viene a llenar wun hueco importante. En este senti-

do, la exposicidn por si{ sola logra una utilidad en su objeti
. . 7 d

vo y de tal manera recoge ya en sus primeras 1lineas algin mé-

rito,

La Cromatografia de Capa Fina ofrece al estudioso de la mate—
ria, un instrumento poco comun para llevar a cabo realizacio-—
nes concretas. Lo prdctico, gque resulta en el campo de la in-—
vestigacidn, hace gue su valor no guede dentro de elucubracio

nes tedricas y se reduzca a una mera curiosidad cientifica.

Uno de 1os primeros objetivos propuestos, es el de analizar

sus ventajas en relacidn con otros métodos similares. Al res—
pecto, cabe traer a cuenta la cita que hace Kurt Randerath dz
L. Zechmeister y L. Von Cholnoky (Die Chromatographische —

Adsorptionmethode): "Todo progreso cientifico supone un desa-—
rrollo del método. Un procedimiento especifico de laboratorio
recién descubivrto, conquista en rdpida sucesidn, campos cien
tificos y técnicos, hasta que finalmente se agota y €S SusSti-—

tuido por otro procedimiento mds eficaz.”

En términos generales la Cromatografia de Capa Fina asegura
ciertas ventajas sobre otros sistemas. Entre ellas figuran de

manera sobresaliente:



a)

b)

c)

e)

f)

Las condiciones de separacidn se fijan en forma sencilla,
Los resultados se pueden transportar directamente a la Cro
matografia Preparatoria en Capa, puss en ambos métodos se
emplean adsorbentes con iguales propiedades de separacidn

y €l mismo tanerio do grano.

Nitidez de Separacidn. Siendo mucho menor el tamaro de —
los granos, la actividad del adsorbente reswlta bastante
mayor gque la Cromatografia en Columna, concentrdndose en

menos espacio las zonas de sustancia.

Localizacidn Segura. Sobkre una capa de pocos milimetros
dec espesor, las sustancias se localizan mejor gque en car—
gas cilindricas en columna, El curso de las separaciongs
se puede seguir continuamente con la vista, mientras gue
en la Cromatografia de Columna sélo es posible eluyendo

la zona.

Hay economia de tiempo. La duracidn del revelado es mucho
menor que en la Cromatografia de Columna, Un revelado tar
da mds o menos una hora en separaciones cromatogrdficas
por adsorcidn sobre silice gelatinosa o silicagel. La du—
racidn total depende naturalmente del numero de revelados
previsto y la separacidn total gueda concluida en el dia,
£En comparacidén con la Cromatografia en Papel que tarda —

mds de veinticuatro horas, €s notoric el ahorro de tiempo.

El 2{mite inferior de apreciacidn de las sustancias que
han de identificarse por la Cromatografia de Capa Fina,
viene a ser diez veces mds bajo que en Cromatografia de

FPaopel.

Aun con cantidades minimas de sustancias se¢ posibilita -

lograr separaciones apreciables.
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9) E1 empleo preferido de adsorbentes inorgdnicos para capas

i)

delgadas, permite reconocer las sustancias disgregadas -
aun con aspercivos enérgiooa como el dcido suljfurico y el
permanganato potdsico que no pueden utilizarse en la Cro-—
matografia de Papel porque destruyen la celulosa. Ademds
de ello, la fluorescencia propia de 1los sorbentes inorgd—
nicos facilitan la identificacidn de sustancias uvbservadas

con luz ultravioleta..

Hay ahorro de eluyente., La cantidad necesaria para una sSg
paracidn normal de 20 gramos de sustancia mixta, es de 5
litros; para esta prueba en Cromatograffia de Columna, es

de 25 1itros.

Requiere muy poco aparato. Ademds, los instrumentos son -

sencillos y fdcilmente manejables, -

Por 1o anteriormente expuesto, el trabajo de laboratorio en

Cromatografia de Capa Fina sirve mds a los fines gue nos he—

mos propuesto, es decir, a demostrar gue al aplicarlo en el

Id . . . . rd
analisis de los aceites y grasas, tendremosS un camino mas —

sencillo y un sistema mds exacto para llegar a las conclusio

nes.
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117 - GENERALIDADES

l. Historia de la Cromatografia

El andlisis de adsorcidn I1lamado Cromatografia, fue des—
cubierto por Hichael Tswett, en 1903, fecha en la cual
no se le dio al descubrimitento la importancia gue mere—
cfa. No fue sino hasta en 1931, que Kuhn y Lederer, ast
como Winterstein, lo introdujeron en el método de la Quf
mica Sintética de los colorantes polienos. FEl primer tra
bajo tratd de la separacidn de los componentes del caro—
teno ya conocido, Yy el alslamiento del Alfa y Beta caro-

teno.,

Tswett, encontrd que algunos pigmentos vegetales como el
de la clorosila podrian ser separados, agregando &ter de
petrdéleo a su mezcla, a través de una columna de Carbong

to Cdlcico, en donde se formaban zonas verdes y amarillas.

Tswett predijo: "Es muy posible que el caroteno de las —
hojas, no sea un individuo guimico, sino una mezcla de -
dos o mds homélogos gue podrian separarse entre si, con

ayuda del método de adsorcidn, mediante el empleo de ad-—

scrbentes adecuados, ”

£1 {mpetu del desarrollo de la Quimica de los Carotengi-—
des, fue la aplicacidn de la Cromatografia como norma pre
parativa de Kuhn, Winterstein, Karrer y otros. También re
cibid impulsos decisivos con la investigacidén de los pig—
mentos de 1las hojas verdes, flavinas Yy o0tros materiales

colorantes vegetales.

Asimismo, aunque un poco lentec, ha evolucionado en la se-—
paracidn de combinaciones no coloreadas elabordndose méto

dos de comprobacidn.



La Quimica Hoderna no puede prescindir de la Cromatogra—
fia, la cucl se ha convertido en Método Standard. Los ¢g
tudios de Tswett fuzron los gque impulsaron a Martin y —
Synger, guec, en 1941 desarrollaron la Cromatografia de
Reparto, en donde usaron columnas de Gel de Silice. El
procedimicnto 1levado a cabo fue el mismo usado por Tswett

que lo desarrolld con disolventes orgdnicos adecuados,

Consden, Gordon y Hartin, en 1944 sustituyeron la sustan—
cia soporte que era la Gel de Silice, por tiras de papel,
y fue alli donde dio principio la "Cromatografia en Pa—

pel”,

Los 1imitezs de la Cromatografia de Papel se reconocieron
despuds de algunos afios, pues tenia muchas dificultades
con las sustancias 1lipdsilas, pero aun asi se considerd

como la mejor Cromatografia.

No existic wn proccdimiento general aplicable a la Adsor
cidn Cromatogrdfica Aralitica, pero Izmailov y Shraiber
en el aflo 1538 describicron el principio de la Cromato-—
graffa de Capa Fina. Ellos procedieron asi: esparcieron
Sxido de aluminio sobre placas de cristal y separaron di
versas sustancias en estas capas, las cuales no gran COm
pactas. 4 la vegzg, y por su cuenta, I. J. Williams croma-~
tografiaba, en capas adsorbentes, entre dos placas de -
cristal, en donde una de e¢llas tenfa wun orificio para —
que los eluyentes y las soluciones se pusieran en contac

to.

HMeinhara y Hall uscron por primera vez un aglutinante —
(A1lmiddn) para conseguir mayor estabilidad mecdnica de
las capas. Kirchner, Miller, Keller y algunos colaboraco

res, ampliaron el procedimiento hasta demostrar St utili-—



dad para la separacidn e identificacidn de Terpenos. Es—
tos trabajaron en placas de vidrio estrechos, mientras

Reitsemar trobajaba ern placas de vidrio anchas, en donde
se podfa cromatografiar una al lado de la otra, pudiéndo

se hacer bidimensionalrmente.

dun con todos los estudios hechos hasta la fecha, no se
le dio importancia debida hasta gue Egon Sthal ern 1958,
dio a conocer muchos trabajos en donde la Cromatografic
de Capa Fina se introdujo como procedimiento de la Croma
tografia de Adsorcidn Analitica. Sthal indicd wun aparato
de aplicacidn prdctica y fdcilmente manejable, con el —
cual se podian preparar capas de espesor de 250 micras Yy
como adsorbente "Silicagel”, y asi{ el procedimiento fue

rormalizado.

Técnica

La Cromatograsia de Capa Fina se podria definir diciendo
gue es el procedimiento donde, con una direccidén pre—de
terminade, se desplaza une solucidn de sustancias por me
dio de una materia sdélida insocluble, ya sea orgdnica o —
inorgdnica y que retiene los componentes con una medida

distinta para cada wuno de ellos.,

Para obtener resultados lo mejor posibles en este Hétodo,
las placas deberdn poseer determinadas propiedades de -

las cuales s8e citan:

a) Que el sorbente o adsorbente sea lo mds homogéneo po-—

sible;

b) El1 espesor de la placa ha de ser uniforme no sélo por

placa, sino por serie; y
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¢) La actividad de la placa debe ser lo mds constante -

dentro de 1o posible.

Las diferentes sustancias del problema a desarrollarse,
son arrastradas con diferentes velocidades y de -aquil que
aparezcan zonas de sustancias o manchas a diferentes disg
tancias del origen., Esta separacidén puede desarrollarse
por distintos sistemas: Proceso de adsorcidn, de Reparto,
y de Intercambio idnico o con diferentes combinaciones

entre ellos.

La medida de velocidad de desplazamiento estd dada por

Ef cuyo valor viene dado por:

distancia de la sustancia al origen
distancia del frente del eluyente al origen

Rf =

Dado que los wvalores de Rf varian mucho por diversas cau
sas Yy que no siempre esas causas pueden ser controladas,

es recomendable hacer el Cromatograma al lado de las mez
clas desconocidas, la sustancia conocida, la cual servi-
rd de comparacidén. Para la identificacidn se puede tam—

bién cromatografiar la sustancia conocida junto a la des
conocida. Si con eluyentes distintos se obtiene una misma
mancha, probablemente no se trata de una sustancia Sino

que de una copbinacidh. 4si{ también se evitan interferen
cias por sales e impurezas, puesto gque las sustancias gque
se desplazan juntas estdn sujetas a las mismas irregula—

ridades,

Arbitrariamente puede darse el valor de 1 a Rf como valor
de una sustancia de referencia y as{ cromatografiar refi
riéndose los otros valores a 1; luego estos valores obte—

nidos son los llamados Valores Relativos £fix.

Valor de Rx = Qistanqia de la sustancia al origen
distancia de la sustancia x al origen
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Puede darse el casoc de que Rx seqg mayor que 1.

Deberd tenerse mucho cuidado al encontrar el valor de Rf

pues representa una caracteristica fisica.

Rf x 100 = h Rf

Hecomendaciones para obtener un valor Rf reproducible:

19) 4 causa de que los adsorbentes de un lote a otro tie

4

e}

J

nen una ligera variacidn, es aconsejable llevar a ca

bo las pruebas con un mismo lote de adsorbentes.

También el valor de Rf depende del tamafio medio de

los grdnulos de los adsorbentes.

La actividad de los adsorbentes se determina por la
duracidn del calentamiento y de la temperatura, por
ésto las placas deberdn tener el mismo tratamiento -

Previo,.

El espesor de la capa deberd ser uniforme a lo 1argo
de la placa, pues tambidn repercute en los valores

de Rf,

Si el espesor varia de 0.2 a 0.3 mm. las diferencias

de Rf son despreciables,

¢) Los eluyentes deberdn ser de calidad. Los disolventes

deberdn ser muwy puros para poder reproducir 10S resul

tados.

En el caso que deban prepararse los eluyentes, Se pro
curard hacerlos para cada caso, también deberd cuidar
se de que si 1os eluyentes son de varios componentes,
se almacenardn en recipientes herméticos con ¢l obje-

to de que no haya evaporacidn.
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59) La atmdsfera de la cdmara deberd estar completamente

saturade de eluyente,

6€2) La téenica con gue se¢ cromatografia deberd ser cuida

dosamente elaborada, ya gue hay diferencia de velocil
dad de desplazamiento si se cromatografia con el méio
do ascendente y luego se cambia al horizontal o des—

cendente.

7¢) La relacidn de las distancias, deberd ser constante;

o seas

¥ = Supegrficie del eluyente al punto dé origen
Superficie del eluyente al frente del eluyente
Debido a que el eluyente tiene varios componentes, -—

en el trayeoto tiende a la separacidén de 1os mismos.

89) La cantidad de sustancia que se aplica en el cromato
grama debe ser limitada, ya que de ella depende gran
demente el valor de Rf., Estas cantidades dependen pa

ra cada caso en particular.

2.1 Preparacicn de las Muestras

FPuede servirnos de muesire una mezcla X, gue se pone
en solucién y se aplica a una distancia de 1.5 — 2 cm.
del borde de la placa, o sea, de la ltnea de origen,
Ilevdndose alineada por medic de una plantilla. La -
muesira puede aplicarse ya sea en gotas o en banda ©

Sranjas.

Las soluciones que se hacen con las sustancias pro-
blemas, estdn entre 1os limites de 0.1% a 1%, pudien

do llegar hasta 5%.
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Las gotas que deben aplicarse segun el tipc, serdn —
de igual tamario, con un didmetro variable de 2 a 5 —

milimetros.

Se recomienda el cuidado de poner un volumen determi
nado, para obtener una cromatografia de calidad. Pa-
ra gque no haya formacidn de colas, €S neoesario que

la cdmara esté saturada de eluyente y haya uniformi-—
dad de espesor de las capas en las placas. 4simismo,
la cantidad de sustancia a cromatografiar debe ser —

la necesaria.

La muestra se puede aplicar con una variedad de ins-—

trumentos:
Un tubo de platino usualmente para soluciones de 1%.

Una micropipeta de bulbo con una capacidad de 1 a -
100 pl. Estas pueden usarse llenas o a niveles meno—

res. La exactitud es mds o menos de 1%.

Estdn también, las pipetas de Lambda con un determing
do volumen, por ejemplo, de 1 a 1000 ul, Ademds, exis

ten las micropipetas automdticas.

Hay micropipetas graduadas con capacidad de 10 ul y
son las usadas para medir el azicar en la sangre 0 -

glucemic.
Se requiere a menudo standarizarlias.

Fl uso de microjeringas es necesario. Estos aparatos -~
son elaborados con alta precisidn. En su parte superior
tienen un tornillo micrométrico de aplicacidn prdcti-
ca. Preferiblemente se emplean para cromatografia de

gas—lfquido, existiendo nuevas y diferentes modalida—



des de ellas. Las hoy con capacidad de 5 pul. y gra-—

ducdas en 0.2 ul.

Es de considerar en relacidn al tratamiento de la -
muestra que la aplicacidn en banda depende especial-—
mente de la uniformidad que se haga de esa aplicacidn.
Cuando la solucidn se acomoda por puntos, la banda e€s

borrosa.

Para esta aplicacidn en caso que hayan varias sustan
cias, puede wusarse el aplicador Morgan. Con este adi
tamento pueden ponerse 19 soluciones de diferentes

sustancias,

Wagner y Pohl, propusieron emplear para esta aplica—
cibn, cepillos. Posteriormente, Tamura la cambid -
adaptando un cepillo a wna pipeta capilar, © sea una

micropipeta.

Esta operacidn puede realizarse por medio de 2 pla-
cas de vidrio rectangulares, que éstdn sobrepuestas
v que tienen una fisura capilar que se llena automd—

ticamentc al sumergirla en la solucidn.

Preparacidn de Capas

La preparacidn de las capas puede llevarse a cabo por
cuatro diferentes métodos: el de vertido, de inmer-—

sidn, de extensidn y de atomizacidn.

a) El de Vertido

Este método no requiere aparatcs especialcs. La —
cantidad necesaria de adsorbente es pesada para -
luego hacer una suspensidn homogénea, debiendo agi

tarse bastante tiempo para que resulte un solvente



satisfactorio.

Una cantidad de este solvente, seguidamente de preg
pararse, se vierte sobre la placa con cierta incli
nacidén, a la vez agitando para que no se sedimen—

te.

Pataki, después de ciertas prdcticas, compard las
desviaciones de 1os valores Rf con las placas pre
paradas con este método y las preparadas con ex-—

tendedores, resultando estas Ultimas que la repro

ducibilidad es mejor que en las anteriores.

Como se dijo al principio, no €S necesario apara—
tos especiales, pero sf requiere trabajo y no es
econémico, de aquf que es dudoso que en el futuro

adguiera importancia prdctica.

£l de Inmersidn

Este se hace con dos placas de vidrio que tengan
igual tamafio y se arreglan de manera que tengan -
contacto, la -superficie de una con la superficie
de la otra, es decir, cara a cara Yy Se sumergen
en la suspensién del sorbente preparado. Es decir,
que las placas se recubren en una superficie; el

solvente se evapora rdpidamente de la capa.

Para activaria se seca en un "hot plate” durante

1 a 3 minutos.

£l de Extendedores

Existen dos clases de extendedores, uno en donde
el grosor de la capa viene fijo, y otro que es md
vil, es decir, puede ser regulado por medio de -—

tornillos.
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La masa a extender, por ejemplo Silicagel G, se -
prepara de la sigutente manera: pesar £5.0 g. de
silicagel 7 y mezclarlos con 50 ml, de agua destli
lada, removiéndolos en wun mortero o agitdndolos
Sfuertemente en un erlenmeyer cerrado. La suspen—
sidn fluida se endurece a causa del yeso conteni—
do. De agui que hay que llenar el extendedor inme
diatamente después de haberlo preparado, previamen

te habzr graduado el grosor deseado de la capa en

el extendedor.

Cuando la masa fluida estd en el recipiente del
extendedor, se hace girar la palanca 180f hacia
la ieguierda, de tal manera que en la flecha roja
s¢ vea claramente la abertura que €s necesaria pa
ra la entrada de cire. Se espera que la masa aso-—
me y se comienza o recubrir. Uno se sitida frente
a la parte media de la plantilla y Se sujeta al
gsxtendedor con ambas manos y se desplaza sin ha-—

cer presidn sobre la placa.

Luego, al 1legar al final, la palanca se gira nug
vamente los 180° a la derecha, con €l objeto de -

que no haya salida de 1iquido.

Despuds de gue se ha heche el recubrimiento, se —
afloja el tornillo gque se halla lateralmente sobre

la flecha y se saca, para poder limpiarlo.

Fara 1levar a cabec la limpicza, e oepillaron con
agua corriente cada una de 1as piezas del aparato
v luego sc¢ enjuagan con agua déstilada. Esta 1im—
pieza se debe hacer con gran cuidado para que ho

sufra rasgufios o golpes; ya que debe estar siempre
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la superficie lisa.

Los extendedores fijos, son los llamados de Tipo

Kirchner,

Después de prepararse, las placas pasan, empujdn--
dose una con otra; la base del extendedor debe egs

tar fija.

Los de tipo movible., son los llamados de Stahl; -
el movimiento del extendedor pasa a través de una

I1fnea de placas bien alineadas.

d) Procedimiento de Atomizador

Este método se lleva a cabo por medio de atomiza—
dores o pulverizadores, por ejemplo, una pistola

de spray en donde la suspensidn se pone en el de-
pbsito de ella, el cual sale por medio de un flu—

Jo de aire.

Ademds, existen 1os recubrimientos en forma automdti.
ca; también hay las llamadas cromatoplacas y cromato
Jolios, en donde las placas Yy folios vienen 1istos

para ser usados.

Cuando se reguiera recubrir capas con distinto gro-
sor, se ordenan de tal manera qQue la de mayor espe—

sor sea la primera,y la Ultima de menor espesor.

Puede recubrirse con otro método y es que las placas
de vidrio se oprimen desde abajo contra dos carriles
guia por medio de una bolsa inflable; el aparato se

desplaza con ayuda de un motor.

4ddemds estdn los de fabricacién propia, de material

pldstico, pues a veces se¢ usan suspensiones que -



contienen nitrato de plata y los de metal son ataca-
dos; a veces se wusan barras de vidrio con 10§ extre—

mos reforzados con argollas de goma o de pldstico.

La suspensidn se vierte sobre la placa ue vidrio Yy
se alisa la capa pasando la harra de vidric sobre la

placa.

Sobre estus placas, las cuales estdn preparadas ma-—
nualmente, no es recomendable cromatografiar bidimepn
sionalmente, ademds, los efectos de borde determinan

una mayor o menor velocidad de desplazamignto,

Existen wunas capas con gradientes y es cuando la com
posicidn del soporte en una direccidn varia en forma
progresiva. Daremos un ejemplo para la elaboracidn

de una capa Kigselgur-silicaegel con gradiente, se ha

ce 1o siguientar

20 g. de Fieselgur G se agitan gn un matraz con 45 ml.
de agua destiluda, hasta obtener una SuUsSpension uni-—
Jorme. In otro matraz s8¢ meézelan 18 g. de silicagel

HF con 45 ml, de agua.

Las suspensiones se vierten una 2n cada una de las
dos cdmaras distribuidoras. Deberd cuidarse que las
cdmaras se rellenen uniformemente en toda su longi-—
tud. La capacidad de separacidn de wna capa de cier—
to espesor, depende principalmente de la calidad del
adsorbente y como complemento el método de aplica-

cidn.

Después del recubrimiento, las placas deberdn pasar
a secado, llevdndose a cabo asi: 10 minutos de repo-

so hasta gque se¢ opaque la supesrficie recubierta, de
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preferencia se secan durante toda la noche.

Para obtener un buen secado, pasa por las siguientes

etapas:

a) La superficie de la capa inicialmente estd fluida

con cierto brillio;

b) Después de unos minutos se vuelve wn poCco opaca; Y

c¢) Cuando la mitad del contenido de agua se hAa evapo

rado, la capa se vuelve blanca opaca.

Luego pasan al proceso de Activacidn, donde se ponen
en un armario secador con calentamiento de 1052C du—
rante 30 minutos; pero si se necesitan mds activas,

la temperatura y el tiempo Se aumehntan.

Las placas deberdn ponerse con el lado recubierto ha

cia arriba,

Para conservar las placas se deberdn poner en un de-—
secador o ¢n wun armario de conservacidn de placas. —
Cuando las placas sc¢ ponen calientes, el grifou del
desecador debe permanecer abierto conectado a un tu—
bo de secado que sstd lleno de gel azul; para gue el
aire humedo no desactive la placa y gque la proteja

de los vapores de laboratorio,

£l desarrollo de las placas se 1leva a cabo en reci-—
pientes de vidrio con tapdén esmerilado 0 en cubetas
sandwich que son aconsejables cuando se usan solven—
tes de mucha volatilidad y para los cromatofolios. —
Siempre hay que recordar de marcar con un 1ldpiz de
punta aguda el frente de la placa, como tambidn de

marcar 10s puntos en donde se ha puesto la sustancia
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problema.

Cdmaras Separadoras

Para cromatografia de cape fina descendente, horizon
tal, técnica circular y técnica de gradiente, es ne-—

cesario cdmaras separadoras especiales.

£1 material de las cdmaras es preferible de vidrio,—

aunque puede usarse pldstico o acero inoxidable.,

Stahl dijo que la evapcracidn en la superficie y el

volumen de la cdmara tenian cierta relacidn,

Esta relacidn es de 1:20 en cdmaras rectangulares y

1:0.1 a 0.5 en otras cdmaras,

De aquf que es de mucho significado la saturacidn de

las cdmaras y asi eliminar los efectos de borde.

Los ejectos de borde ocurren especialmente cuando la
mezcla de solventes que se usan tienen una diferencia
de polaridad grande, ademds de su densidad y su den—

sidad de vapor.

El efecto es debido a la no adecuada saturacidn de
las cdmaras. Una buena y eficaz saturacidn es la de
agitar la cdmcra, también poniendo papel filtro im—

pregnado de eluyente, en las paredes de las cdmaras.

Cuando la cdmara no estd bien saturada, los valores
de Rf son menores, como tambidén la humedad relativa

de las cdmaras.

Las separaciones se llevan generalmente a temperatu—
ra ambiente; sin embargo, necesitan protegerse de la

luz, temperatura y oxidacidn,
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En 21 caso de las separaciones del caroteno, Ssiendo

z
4

€ste sensitivo a la luz, se trabaja en cdmaras cubier

o
o)
[V}

con aluminic negro o se trabaja en cuartos o0sSCu—

ros con lurz roja o verde.

Para protegerias de la oxidacidn se puede hacer una
preparacidn de caja que se llenan de didxido de car-—
bono ¢ nitrdgeno y se coloca encima de las placas du

rante la separacidn,

Fluyentes 1 Adsorbentes

En la cromatografia hay un sistema de tres componen—
tecs como minimo; adsorbente, medio de eluaidn y com-

puesto cromatograjfiada.

El comportamiento cromatogrdfico depende tanto del ad

sorbente como del medio de elucidn.

£]l numero de adsorbentes dispornible e¢s limitado, mien

tras que los eluyentes son varios,

Una gensralided es que, si se wusa un adsorbente fuer—
te, el disolvente gue se requiere deberd ser de fuer—
te poder de 2lucidn y viceversa. De aqui que ambos se¢
hayan clasificado en serie, Asi tenemos una serie de
eluyentes clasificados Segﬁn su poder de elucidn ore—
ciente, A esta serie se le llama Serie Eludtropa, la

siguiente la clasificd G, Wohlleben,

n— pentano
Eter de petrdleo
n— hexano
n—- heptano

Ciclohexano
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Tetracloruro de carbono
Tricloroetileno
Benceno
Diclorometano
Cloroformo
Dietiléter
Acetato de etilo
Piridina

Acetonu

n— propanol
Etonol

Hetanol

Agua

Entre los adsorbentes de usc comercial para la Cromg
tografia de Capa Fina, se pueden citar 1os sigulen—

tes:

El principul y mds comunmente usado es el silicagel,
¢l cual contiene un trece por cienio de Yeso Yy SuS -

7 . . > . . I .
grdnulos son de cinco a veinticinco micras, €8pecifi

camente gs ¢l l1lamado Silicagel (4,

&l Silicagel H no conticene yeso, ni aglutinantes or-—
gdnicos, sus grdnulos son del mismo tamaro del Sili-
cagel G., pero su pureza e¢s mds elevada y ademds su

masa extendida Se puede conservar durante algiun tiem

jelols

Ademds de obtenerlos puros, se pueden obtener con in
dicadores de fluorescencia y son los llamados Silica
gel G 5254 y H FQ54; dicha fluorescencia viene dada

por un silicato de zinc activado con mangansso.



o

L ]
AN
M
.

4ddemds de los anteriores, existen otros con caracte-—
risticas itndividuales o propias. Kl Oxido de Aluni-
nio actualmznts €8 poco wsado;, Sin embargo, hoy &n

dia existen diferentes clases: el Oxido de Aluminio G
que tienc reaccidn alcalina, el Oxido de Aluminio TLC
que no contiene aglutinante y su réaccidn alcalina 28

muy débil.

Existen otras clases de Sxidos de aluminio, como el
DS -0 sin yeso, y el DS~5 con 5% de yeso; al igual

de 1os anteriores, hay con indicadores de fluorescen

ciu del tipo DSF'PEZ;‘O Y DS'F?_54_5'

Por lo prdctico, las casas comerciales han tirado al
mercado muchas otras clases de adsorbentes, de 10s

cuales se pueden citar: el Kieselgur, silicato magné
sico, silicato cdlcico, hidroxiapatito, celulosa ace

tilada, poliamida, polietileno, sephadex Iy otros.

Flaboracidn de Cromatogramas

Se puede hacer por los siguientes métodos:

Cromatografia dscendente

Regularmente se hace en vasijas que contienen eluyen
tes, el cual deberd quedar a wnos 0.5 ¢ 1 cm. de al-
tura, tentendo la cdmara saturada, 10 cual es de suna

importancias

Cuando se wvan a colocar varias placas en una cdmara,
no deberdn estar muy cerca, mds gue todo en la base,
pues podrian ascender entre las placas fases moviles.
Si el espacio entre ellas 2s pequerlo, es necesario
impregnar papel filtro con eluyentes y pegarlo al —

dorso de cada placa, de tal manera que la parte -



inferior esté sumergida en el liquido revelador o —
eluyente. Si no es asi no habria wuna buena satura—

« 7 L
cidn en la camara.

Siendo el caso de varias placas, €éstas deberdn sacar
se todas simultdneamente y nunca debe abrirse la cd-

mara para sacar una placa y seguir cromatografiando.

Como trayecto bastan 100 mm., pero si las diferencias
de velocidades son pegueras, su trayecto debe aumen—

tarse.

Hay que tomar en cuenta que cuando es mayor el tra-—
yecto, la difusidén perturba y asi se reduce la sensi

bilidad de comprobacidn.

Cuando el 1fquido llega a la 1linea 1{mite, deberd sa

carse inmediatamente 1a placa.

La concentracién de los eluyentes es mucho menor en
las proximidades del frente que en el origen, de aquft
gue el transporte de la sustancia no cesa en el ins-—
tante en que el eluyente llega a la lfnea limite. Se
desplazan todavia mds; el valor Rf final serd enton-—

ces aproximadamente 1.1 veces mayora.

Los valores Rf multiplicados por 100 son los 1lamados

h Rf.

E1 frente del eluyente se marca inmediatamente de ha
berse sacado la placa y se secan las placas ya sea a
temperatura ambiente o enun armario secador a tempée-—

ratura elevada.

Cromatografia Continua

] aparato a usarse es un dispositivo sencillo, en la
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parte superior de la placa 3e coloca wna ldmina de -
aluminio o una chapa de cobhre =n un dngulo de 35° a
459 obteniéndose un recipiente en forma de V gue Se

llenu con adsorbente seco,

Si se wsa la 1dmina de aluminio, se fija a la placa
con un clambre, y si ¢s la chapae de cobre, con torni

ll1os.

£l adsorbente seco se pone arriba, el eluysnte va as

cendiendo y asi se satura el adsorbente.

Este método tarda dz 6 a 8 horas o toda la noche, —
aungue en algunos casos, al cabo de 2 horas se obtig

ne wuna buena saturacidn.

Cromatografia Descendente

Dentro de un recipiente aproximadamente de 20 x 15 x
23 cm., tapade herméticamente, se coloca una cubeta

de reserva en la parte Superior.

En ssta cubeta se pone una tira de papel cromatogrd-—
Jico de la anchura de la placa. Por fuera de la cubg
ta estd el remancente de rollo que Se Sujeta Ccon una
barrae de¢ vidrio, €ste recibe eluyente de la cubeta
de reserva; debe ponerse una segunda cubeta con ad-—
sorbente seco en la parte inferior y asi el eluyente

¢s absorbido.

Cromatograffa Bidimensional

Cuando los componentes de una mszela de sustancias
no se¢ pueden separar en una direccidn, se cromatogra

fia en dos direcciones y es la llamada Bidimensional.

Las soluciones a analizarse A-B-C Ldmina 4, (figura 1)

se aplican a 2 8 3 cms. de un dngulo y se cromatogra-
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fia con eluyentes 1 en direccidn 1.

Lucgo se saca de la cdmara y se seca. Vemos en Ldmi-
na 4, (figura 2) gque las sustancias estdn parcialmen
te separadas Yy se encuentran paralelas y alineadas —

al borde de la placa.

Nucvamente se colocan en un segundo eluyente de mang
. . s . .
ra que asciendce en direccion perpendicular a la pri-

mera, separdndose C.

En el caso de una sola sustancia, se cromatograffa
en las dos diréccioncs de los eluyentes cortdndose

cn un punto, Ldmina A, (figura 3).

Ademds de los mdtodos ya citados, se encuentran otros,
como por ejemplo, la Cromatografia horizontal, pudién
dose llevar « cabo por tres técnicas distintas:d: circu

lar, centrifuga y horizontal propiamente dicha.
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2.6 MEtodos de Comprobacidn

Dado que algunas sustancias no son reconocibles por
su color, es necesario la ayuda de los métodos de —

comprobacidn, dz los cuales indicaremos algunos.

Por la absorcidn de luz o fluorescencia se vuelven -
visibles, es asi gue se observan en la luz ultravio-
leta, ya sea de onda corta o larga, agregdndose Sus-—

tancia luminosa a la capa la cual fluoresce.

Como ya se dijo, en el comercio existen adsorbentes

gque traen sustancias fluorescentes,

Cuandeo se elaboran las placas, a la masa soporte se

le agrega una solucidn acuosa de indicadores fluores
centes, Cuando se termina la Cromatografia, se pasan
a una temperatura de 110°C y se dejan por 5 a 10 mi-—
nutos al aire y luego se observan en la luz ultravio

leta de onda corta,

Huchas combinaciones no tienen color praoptio, ni ab-—
sorcidn de luz, ni fluorescencia, entonces se hecha
mano a reactivos de comprobacidn especial; €sStos -
reactivos pueden aplicarse por medio de un pulveriza
dor sobre la capa. Esta aspersidn atomizacidn no de-—

be ser excesiva, pues las manchas se¢ dijfunden.

Los reactivos que se usan pueden ser agresivos, como
por ejemplo, dcido sulfurico concentrado, suljocrdémi

co o una combinacién de sulfiurico-nitrico.

4 veces, la accidn del vapor de yodo hace visibles
combinaciones orgdnicas, donde nada mds se une fisi
camente en la mayorfa de los casos. Este método se -

sigue asf: en un recipiente cerrado se colocan en el
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Jondo, granos deg yodo, &ste racipiente s¢ coloca én
baric de maria parc producir vapores ahundantes. Las
ccloraciones son marrones, las cwuales si se han as—

perjado con almiddn al 1%, son azulesi

Conservucidn de Cromatogramas

Es aconsejable pulverizar wuna sustancia de disper—
sién pldstica transparente especial sobre la capa,
¢sta dispersidn se zndurcce y as{ resulta una pelicu
la flexible que puede ser retirada deg la placa ¢con

sumo cuidado, y asi es guordada tndejinidamente.

Determinacidn Cuantitative de Cromatogramas

Esta valoracidn se hace al igual que en la de papel,

debiendo tomarse en cusnta un 5 a 10% de error,

s conveniente que antes de usurse las placas deben

estar limpias.

Los métodos con que se pueden valorar se dan a cong

cers

1°) Método de Comprobacidn

Se hace por medio de mediciones de la superficie
de las manchus, siendo dsta dependiente de la —

cantidad de sustancia aplicada.

Paru hacer la medicidn, se puede transferir a —
papel milimetrado, donde se¢ encuentran los mill
metros cuadrados. Sobre una curva calibrada se

anotan las cantidades de sustancia en funcidn -
de la superficie. La superficie absoluta depen-—

de del espesor Yy la actividaed de la capa Separa-—
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dora, teniendo cuidado para gue los resultados
sean exactos; puede hacerse también cromatogra—
Sfiando cantidades conocidas y comparando el ta-

manio relativo de las manchas.

Es suficiente determinar pare cada concentracion
el valor medio de varias determinaciones obteni-—
das en condiciones normales con placas de espe-
sor igual y ddndoles el tratamiento previo idén
tico. Para unos limites de concentracidén media
en capa fina, existe una proposicidn entre la -
superficie de las manchas y el logaritmo de la

cantidad de sustancia aplicada,

La medicidn de las manchas puede hacerse por me

dio de un planimetro.

Para 1imites de mayor concentracidén hay wuna pro
porcionalidad entre la raiz cuadrada de la Su-—
perficie de 1la mancha F y el logaritmo de la -

cantidad aplicada M.

= a x log M + b,

stendo a y b constantes individualés.

Método de Dilucidn

Se elaboran varias diluciones de la sustancia -
problema y se determina el limite inferior de —
comprobacidn de Cromatografic de Capa Fina. De
la solucidn desconocida se¢ cromatograffa varias
diluciones, de ser posible en la misma placa y

se determina qué dilucidn puede comprobarse.

Conociendo el limite inferior de comprobacidén y
el factor de dilucidn puede calcwlarse la canti-

dad desconocida.



.50-

39) Fotometria
Se deben confeccionur curvas calibradas con can—

tidades conocidas de la sustancia a determinarse.,

Las manchas se valoran con un fotémetro después

que han sido colocadas con algiun reactivo,

Luego, el cromatograma Se pasSa por unc ventana
delante de una célula fotoeldctrica en donde se

grafican las oscilaciones que se miden,
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2.9 CUADRO GUIA PARA RESULTADOS CROMATOGRAFICOS
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I — INTRODUCCION

Las mismas limituciones gue en un principio se senalaron para
la tarea de investigacidn tedrica, habrdn de tomarse en cuen-—

ta para el desarrollo de la etapa experimental,

Sin embargo, con el objeto de obtener JSptimos resultadoe, se
ha cperado con las marchas gque de acuerdo a las indicaciones
de los autores, son las mds efectivas. Kl instrumental y 1os
diferentcs reactivos se han tratado de adecuar lo mds exacta-—
mente posible a las condiciones requeridas., Si bien es cierto,
gue no sa ha tenido a la mano el material guimico sofisticado
que los expositores seralan en sus tratados, sf se ha contado
con el suministro bdsico para poder seguir 10s pasos necesa~

rios y llegar a resultados analiticos aceptables,

Una de las primera providencias que Se€ tomaron para COnOCeEr
el usc industrial de la Cromatograffa de Capa Fina como méto—
do analitico, fue el abocarse al sector quée con mds propiedad

se suponia familiarizado con el mismo.

Como es conocido por todos, la comercializacidn de las grasas

Y acette

O\

y los productos derivedos estd representada en nues
tro medio por grandes y medianos empresarios. La explotacidn

casera de estos productos ha sido virtualmente eliminada y la
produccidn en la mediana emprésa no necesita de mayores comen

tarios por lo primitivo y ristico de sus procedimicntos.

Sin embargo, se tratd de l1legar a ese numero reducido de gran
des fabricantss, habiéndose escogido wna reconocida Empresa
para indagar y estimar lcs alcances que un mdétodo tan novedo

so aportaria al control de calidad.

Se tenia en mente proyectar algunes consideraciones de tipo

tfenico sobre 1o que se estaba haciendo al respecto y 10 que
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se podria hacer si se coordinan estudios y aptitudes.

Lamentablemente, por razones ajenas a nuestra voluntad, no se
logrd el acceso a las fuentes necesarias. Como suele suceder
en esta clase de trabajos, en que se¢ requiere la cooperacidn
Yy colaboracidn de muchos, algunas estimaciones fallan a pesar

de los esfuerzos gue se intenten para superarlas.

Dicho 1o anterior, se procedid a fijar con algunos criterios
que se tuvo a la mano, el estado actual de Ias Industrias de

Aceites y Grasas.
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GENERALIDADES

Dentro de los fabricantes qgue laboran con el aceite y las -
grasas, podemos distinguir dos cluszs: 1os que trabajan di-
rectamente con aceite y grasas, y los dedicados a obtener —

sSus derivados,

Los dijurentes procesos y equipos hacen gue haya calidades

diferentes.

Adctualmente, para la preservacidn de aceites Yy grasas se eS—
tdn wsando productos comerciales preparados, al grado que ya
se especifica la cantidad necesaria de agentes oxidantes y --
sinérgicos para agregar o wuna determinada cantidad de produc
to. Generalmente cstos productos traen BHA (butil hidroxi -

anisol), BHT (butil hidroxi tolueno), dcido ascdrbico, deido

sdrbico, dcido citrico, decido benzoico.

Asimismo, por ejemplo, puara deodorizar el aceite se usa el
carbdn activado y como medio de clarificacidn sl uso de la
tierra de infusorios. Las mantecas provienen generalmente de
hidrogenar el aceite poniendo nigquel como catalizador. La —

manteca se deodoriza por el mismo método.

Para la preparacidn de margarina, no existe propiamente un
proceso, Sino guc unag mezela en donde s¢ agregan uno a uno

los ingredientes y los aditivos para lucgo empacars

Igual que en los aceites, S& ocupan preparcdos comerciales
gque contiencn preservativos, antioxidantes Yy Sinérgicos, co—
lorantes (regularmente B carotuno), vitaminas, clorurc de so

dio y aromatizantes.

£l control de calidad en la Industria es diferente, ya que

en uncs casos los fabricantes se2 preocupan porgue 21 producto
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tenga apariencic externa aceptable, y otros consideran gque -—
el sabor y rendimiento es mds importante. En general, estas
empresas cuentan con laboratorio de control de calidad aun—
que no se l1leva a cabo todos los andlisis, y de ahi{ la baja

calidad del producto.

Entrando en materia, se hace necesario detallar ciertos as—

pectos propios de 1os productos a tratar,.

Aceites Grasos

Son 1os cuerpos grasos gue a temperatura ordinaria son 1fqui
des;} todos son ésteres de glicerina con varios decidos poco

hidrogenados de la serie eténica.

Los principoles ésteres glicéridos de estos aceites proceden
del dcido oleico C18H 3,005 deido ardquico CppHsn0p; dcido 11

nélico CygH300p; y el decido 1inoleico CjgH300s.

Los aceites grasos se encuentran en las semillas de muchos
vegetales como aceitunas, almendras, 1linaza, rioino, algoddn,

cacahuete, coco, etc.

Su extraccidn se puede hacer por dos métodos: prensado y por
disolventes. £l primero de ellos generalmente se usa para —
los aceites comestibles., E1 proceso a seguir es de pulveri-
zar o triturar en muelas de hierro ¢ piedra la semilla, y la

harina obtenida se presiona en prensas hidrdulicas.

Los aceites pueden clasificarse por el tratamiento que han

pasado: Aceite Crudo, dAcegite Refinado y Aceite Puro.

E]l aceite crudo se obtiene por compresidn mecdnica o por ex—
traccidn por medio de solventes. Este aceite no recibe ningin

tratamiento ffsico ni quimico.
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El aceite refinado pasa por procesos de purificacidn gue com
prende varias etapas, « saber: lavado, neutralizacidn, sedi-
mentucidn, filtracidn, clarificacidn y deodorizacidn., Ademds
de los anteriormente dichos, se recomienda el de winteriza-—
cidn, el cual 25 un proceso donde se somete el aceite refina
do a bajas temperaturas, para que los glicéridos sdlidos se

vuelvan insolukbles y se precipiten.

E]l aceite puro es una recoleccidn de aceites de wuna sola as—

pecie vegetal.

Grasas

Son los cuerpos grasos sdélidos a la temperaturae ordinaria, -
Fsto se debe a que predominan en su composicidn €steres de -
deidos saturados., Las grasas abundan, ya sea vegetales o ani

males. Se clasifican en dos grupos: mantecas Y SebosS.

Mantccas
Son cuerpos grasos y blandos a lu temperatura de 259C aq 359C,
La manteca artificial o margarina se extrae del sebo del -

buey o del sebo de la vacda

Aceites y Grasas Hidrogenadas

Se les 1lama a 1les productos sb6lidcs obtenidos de la hidrogeg

nacidn catalitica de aceites y grasas vegetalss comestibles.

Este aceite es preparado a partir del aceite rejinado en buen
estado deé conservacidn, utilizdndose generalmente niguel como
cataelizador, ¢l producto debe deodorizarse despuéds, debe de
estar exento de impurezas, suciedades, mohos y microorganis-—

mos patdgenos.,

La margarina s un producte de consistencia pldstica, el cual
es una emulsidn de agua y leche en grasa y/o aceite o de le-

che en grasa y/o acelte. Para su obtencidn se emplea aceite
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0 mantzca vegetal o animal o la combinacidn de aceite Yy man—

teeca,

El medio emulsionante pucds ser agua potable © leche fresca ©

en polvo,

Los aditivos que pueden scr agregados, Sond

Coloracntes ¢ Beta curoteno que tiene propiedades

de vitaming.

Preservativos : 4cido benzoico o benzoatos, dcido sdér

bico ¢ sorbatos.

Agentes sindrgicos : dcide citrico o citratos o deido fos-—
Sérico.
Antioxidantes : BHA (butil hidroxi anisol)

BHT (butil hidroxi tolueno) o ambos.

Vitaminas : Vitamina 4, L y E.

Cloruro de Sodio.

En el actual trabuajo se analizard, siguiendo el método de —
Cromatografia de Capa Fina, 10os aditivos gqgue 108 cuerpos gra

508 puedan tener, o sabegr:

I — Antioxidantes
Il = Preservativos
L7l — Pesticidas

IV —~ Vitaminas.
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III — EXTRACCION DE GRASAS Y SEPARACIQON DE ADITIVOS

Para 1levar a cabo estos métodos, se hace necesario extraer
primeramente la grasa del producto comercial a investigar.-—
Los. productos a que nos referimos, son: mantequilla, marga—

rina, aceite y manteca.

£l método con ¢l cual se extrajo las grasas, fue el siguien

tes

Se pesd 40 gramos de producto, y se dispuso en una ampolla
de bromo o ampolla de separacidn, en donde se agregd 250 ml.
de €ter de petrdleo con que se agité hasta disolver todo el
producto graso. Seguidamente se agregd 40 ml. de metanol ab
soluto con el objeto de separar dos capas, una etérea y —
otra metandlica, ambas con sus propiedades; la metandlica
se pasd a un beaker. Luego se tratd nuevamente la etérea -
con 20 ml. de metanol absoluto dando el resultado anterior:
separacidn de dos capas y asi se pasé la capa metandlica al
beaker., Esta capa 1leva en solucidn los aditivos a estudiar
se, como son antioxidantes, preservativos, colorantes Yy pes
ticidas. La solucidn metandlica asi separada se le agregd
20 ml. de agua destilada y se concentrd a una temperatura
de 40°C para luego ser enfriada a 0°2C., Con este enfriamien—
to se precipitaron sélidos los cuales se separaron por fil-
tracidn,; el 1iyuido filtrado se trata con 20 ml. de etil -
acetato con el objeto de guitar ¢l agua para que no haya -—
mucha dilucidn del aditivo y se agrega suljfato de sodio an—

hidro para mejor desecacidn.

De ahi se filtra nuevamente este liquido, se concentra has-—
ta wunos 5 mls. y con ello gueda preparada la muestra para

ser aplicada a las placas cromatogrdficas.



IV — ANTIOXTDANTES

Un métode de conservacidn de 1os cuerpos grasos s agregar
antioxidantes y sintrgicos, yu sea sélos o mezelados entre

si, con el objeto d¢ conservarlos por mds tiempo,

Un antioxidante, por ejemplo, 2s el BHA (butil hidroxi ani-

sol) y el BHT (butil hidroxi tolueno), dcido ascdrbico o sus
sales, y deido cltrico., Hay casas comerciales que venden 108
productos (antioxidantes) preparados y con la especificacidn
ae la cantidad que se debe agregar a determinada cantidad de

producto,

En 1la mayoria de loes palses hay pocos productos permitiaos

para aditamento de lus grasas elimenticlas. Lus grasas sé &x
traen con aloohol acuoso y a continuacidn se separan 10s adl
tivos cromatogrdficamente pudiendo trabajarse sobre capas de

silicagel G, Sxido de aluminio, poliamida, carbonato de -

zinc/dxido de aluminio.

Hay dos claszs de antioxidantes: naturalés y sintdticos,

dntioxidantes Nuturcles

~

Los tocoferoles se preparan sobre capas de silicagel & y co-—
mo eluyente cloroformo o capas de dSxido de aluminio y eluyen
te benceno. Esta separacidn se hace segun el numers de gru—
pos metilo, asi tenemos tres clases! tocoferoles trimetili-

cos, dimetilicos y metilicos.

Ademds, de esta separacidn se puede obtener las impurezas na-—

turceles relacionadaes con ella.

Asperjando con decido fosfomolibdico los cromatogramas, apare
cen primero los tocoferoles y despuds aparacen los demds com

ronentes.,
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Haciendo el cromatograma en capas de silicagel G con una meg
cla como eluyente: €ter de petrdleo (P.E. 60-80°C)/éter diiso
propilico /éter diet{lico/dcido acético glacial. (85:12:4:1:1)
se obtiene una buena separacidén total del alfa, beta, gamma

y delta tocoferol.

La vitamina I gue es soluble en las grasas, ejerce una accidn
antiesterilizante, 4 purtir cel aceite de trigo y de otros -
aceites vegetales, Evans y Emerson han aislado dos tocofero-—
les: el alfa y beta tocoferol, que tienen como férmula -
029H5002 y (ogH4s500 respectivamente., Estas sustancias por

si, son cleosas y ligquidas., Ambas poseen accidn vitaminica E.
El tocoferol beta €8 Illamado cumotocoferol o neotocoferol.

Antioxidantes Sintéticos

Estos pueden separcrse en una direccidn o en dos direcciones;
si se usa esta Ultima, el eluyente 1 es el cloroformo Yy como
eluyente 2 el benceno sobre capas de silicagel G; los eluyen
tes mds ventajosos son mezclas de metanol/acetona/agua en —

proporcidén de 3:1:1 6 6:1:3, sobre capas de poliamida.

PRACTICA N2 1

La muestra extrafda con el método anteriormente expuesto, se
aplica con un capilar a las placas previamente hechas a mano,
las cuales son capas de silicagel G, que tienen un espesor

de mds o menos 0.2 mm. Se inyectan 2 a 4 gotas con los capi-—

lares,

Esta aplicacidn debe hacerse gota a gota esperando que se Sg
que la que ha sido puesta anteriormente para aplicar la sSi-

guiente,

La cdmara estd previamente saturada de eluyente, en este €aso

se usd como eluyente el cloroformo, Con Ila cdmara ya preparada
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se dispusc las plccas con lus cuatro muestras de 1os produc-—
tos a investigar, su corrida se llevd a cabc en mds 0 menos
2 horas. Se guitaron las placas hasta gue el eluyente reco-—
rrid los 10 cm. y se dejé secar para luego rociarlos con dci
do fosjomolibdico. Despuds de 3 a 4 minutos se exponen 1las
placas a 1os vapores de amoniaco en donde el fondo era blan—
co y se vuelve amarillo y las manchas gue son azules s€ vuel

ven mds visibles, En este caso la deteccidn fue negativa,

Se hizo un nuevo ensayc, cambiande unicamente el eluyente. -

Se trabajé con metanol-acetona—aguc (60:20:20).

La deteccidn fue con decido fosfomolibdico y luego can vapo-

res de amoniaco siguiendo el métodc anterior.

FEn este ensayo, el resultado fue positivo para las cuatro —

muestras, siendo con menos vigibilidad la manteca.

Como tercera vez se AlZ0 una nueva corrida, con capas de Si-—
licagel &, eluyente: tetracloruro de carbono-—etanol (70:30)
el cual dio negativo y como Ultimo ensayo se hizo con eluyen
te dter de petrdleo-benceno—dcido acdtico (40:40:20) dando

como resultado negativo,

Debido a la polaridad, gue es la base para que 1los eluyentes
trabajen, no e€s posible gue resultaran positivos todos 108

métodos llevados a cabo.

Siguiendo el método segundo, en el cual nos dio positiva la

deteccidn, el resultado jue el siguiente:
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Hantequilla 6.5 cms.
Margarina 6.5 cms.
Adceite 8.5 cms.
Hanteca 8.5 cms.
Rf = distancia de la mancha al origen

adistancia del frente del eluyente al origen

hRf = Rf x 100

hEf (mantequilla)

WRf (margarina)

hRf (aceite)

hRf (manteca)

I
Moy
k.

i

10

8

10

:

N

100

100

100

100

— 65

— 65

— 85

85

Compardndose los datos obtenidos y los datos de la tabla 139

del 1ibro Thin - Layer Cihromatography,

ponden a BHT = 94 y BHA = €3,

Luego tenemos paro cada wuno de los productos,

porcentajes de error:

Mantequilla =

HMargarina =

Aceite =

Manteca =

X

X

100

100

100

100

de Egon Stahl, corres

los siguientes

Sel7

5017

S.57

9.57
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RECOMENDACIONES

1.

Los antioxidantes son aditivos imprescindibles en 1os alimen-—
tos y actualmente se importan en forma sintética para ser —
aprovechados por los fabricantes de aceites y grasas.: Encon—
trdndose, sin embargo, propiedades antioxidantes en algunos
productos naturales, seria conveniente hacer el debido uso de

ellos con el mismo objetivo.

CONCLUSIONES

_Zl

Se eobtuvo una deteccidn positiva de Butilhidroxianisol (BHA)
en 1os productos mantegquilla y margarina, y para aceite y man

teca se detectd Butilhidroxitolueno (BHT).

El control de antioxidantes por métodos cromatogrdficos en —
grasas y aceite, permite apreciar a primera vista la caltdad
del producto y el tiempo que tal producto conservard su cali-

dad.
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V - PRESERVATIVOS

Los preservativos son substancias que a semejanza de los an—
tioxidantes, conservan por mucho mds tiempo 10s productos ali

menticios.

Su uso puede ayudar:

a) Mantener la calidad de los alimentos; Yy

b) Mejorar la estabilidad de ellos.

Hay una considerable cantidad de dcidos que Se usan como pre-—
servativos teniendo unos mds aceptacidn que otros en relacidn
a sus propiedades. Los antimicdéticos, por ejemplo, evitan el
crecimiento de hongos Yy en sus variedades podemos contar Con
el propionato de calcio, dcido propidnico, propionato y sorba

to de sodio y decido sdrbico.

Por ejemplo, para el queso se recomienda el dcido caprilico,
Yy en alimentos ricos en vitamina B se descarta el uso del bi-—
sulfito y metabisulfito de potasio, asi como el sulfito, bi-—
sulfito y metabisulfito de sodio, El benzoato ce sodio €S pre

ferido por swu solubilidad en el agua y sirve en forma general

aunque su cantidad de uso es limitada (0.1% 1o mdximo).

PRACTICA N° 2

41 igual que en la anterior, se hizo la extraccidén para luego
concentrar Yy poder aplicarse a las placas de silicagel G¥254.
Estas placas se corrieron con eluyente éter de petréleo—€ter
dietilico-dcido acético (81:5:14) y vistas a la luz ultravio-—

leta de onda corta, resultaron negativas.

Se hizo nuevamente la aplicacion en placas de silicagel GFé54

y se cambid eluyente; en este método se corrid con pentano—
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deilo acético (§5:12). Lu go jueron examinudas las placas ul-

travioleta de ondu corita [y s€ observaron manchas borrosas nbs
4 - .

curas. La detececion jue para las cuatro muestras: margaring,

mantequilla, aceite y manteca, resultando positiva,

hWEf (mantequilla) = ?Bi x 100 = 65
T (margarina) = 552 x 100 = 62
hﬁf(aceite) = 'ggé x 100 - 6j-
REF (anteca) - 15—(-)55 x 100 = 63.5

Como ya se dijo, los eluyentes no trabajan debido g su polari

dad con respecto al adsorbente,

Para poder hacer referencia de los productos y la sustancia pu
ra; se cromatograyid el benzoato de sodio al 0.1% (acuoso) en

placas de silicagel GFos4 Y se colocd como eluyente pentano-—

‘e detectd en ldmpara ultravicleta, re

Cn

deido acdtico (&85:12).

sultando le siguiente:

hEF qo 65,

Con este dato podemos encontrur para cadae producto €l margen

le e [ tenemos:
de¢ error, asi

% error {(mantequilla) = Qﬁgg_gi x 100 = 0
e
% error (margarina) = zégg_éé x 100 = 4,62
% error (acceite) = éig%—gi X 100 = 3,07
A

% error (manteca) = X 100 = 2.30



.49.

LANINA C

BENZOATO DE SODIO 0,1%
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2ECOHANVDAC TOVES

1. Se hace necesario un andlisis cuantitative para determinar la
canticdad de preservativo, gyueg s conveniente usar como aditli-
vo en los alimentos, ya que de sobrepasar los limites aconse-—

Jados se vwuelve nocivo al organismo.

CONCLUSIONES

1. De acuerdo a las pruebas realizadas y 1los resultados obteni-—
des, los productos gue fueron materia de andlisis tienen pre-—

servativos.

Z. Igual gue los antioxidantes, el control de preservativos por
Cromatografia de Capa Fina, nos indica el tiempc que el pro-—

ducto conserva sus propiedades organolépticas.
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VI ~ COLORANTES

Son sustancias agregadas a 1lcs diferentes productos para dar
una mejor atraccidn visual al consumidor, Actualmente se estd
usando el betacaroteno, el cual s una sustancia gue a su vez

es rica en vitamina £,

Existen colorantes alimenticios sintéticos y naturales.

Entre los primeros, autorizados por algunas juntas gue regu—
lan el empleo de dichos colorantes y que no son tdxicos, te-—

nemos 1os siguientes:

Amarillo sdlido
Tartracina

Amarillc de quinolina
Crisoina S

Amarillo 27 175 N
Naranjao G IV

Amarillio Naranja S
Azorubina S

Rojo sdlido E

Amaranto .S

Ponceau brillante 4 E C
Ponceau cristal 6 R
Escarlata G N

dzul de Indanthreno R S
Indigotina I a

Negro brillante B IV

Eritrosina extra azulado

Entre los colorantes alimenticios naturales se ocupan:

Caroteno

Coleorante annato



Colorante del pimentdn

Circuma de wlimentos.

Los tocoferolce son antioxidantes potantes. Pertenecen al -
grupe de la vitamina L, #1 tocoferol gamma s el que tiene
la mdxima actividad antioxidante; le sigue el Deta y por Ul-

timo el Alfa, pero en actividad vitaminica Siguen un orden

nverso,

Ademds de ser ocupados en aceites y grasas vegetales,

comprobado su wuso en grasas animales con una concentracidn

no mayor de 0,03,

Hay varios tocoferoles, pero el

alfa tocoferol, cuya [férmula es:

Ci 3 0 o,

Py, S

| |
|

!
| |
HO—_Q&\ //k&\g R
N _
. :

0H -

Se ha comprobado que la vitamina £ (Beta Tocoferol) es un re—
presentante tipico de wun grupo de inhibidores gque protegen -

las grasas vegetales de la demolicidrn o degradacidn de crigen

oxidativo.

PRACTICA N° 3

Las muestras fueron extraidas siguiendo el métodc de las prdc
ticas 1 y 2. Después de concentrarlas se dispuso inyzctarlas

en placas de silicagel GFpgy las cuales jueron elaboradas por
inmersidn; por medio de capilares se aplicd de lus muestras —

en examen de 4 a 5 yotas, cromatografidndose como sustancia en

de mayor importancia €5 €l

Cdj

Coo HEO 0o

CHj

S

Uy

Ci3

"~ tom OB 5~ CH ~CH g CH—CH g CH pCH 5= CH—GH =Gl p— U 2Ol

Clz =

—
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referencia la vitamnina I,

Se corrieron con eluyente ciclohexano—-éter etilico (80:20)
para ser posteriormente observadas en la ldmparc ultraviole—
ta de onda corta y detectarse la presencia de aditivos colo—

rantes en la margarina Yy manteguilla.

£1 resultado que se obtuvo, fue el siguiente:

>
o)

hEf (mantequilla) = T x 100 = 88
8.5

S (margarina) = 364 x 100 = 85
8'5

hEF(yitamina B) = S5 x 100 = 85

Con esos datos, la relccidn para el porcentaje de error fue:

Mantequilla = §§§§—§i x 100 = 3,52
HMargarina = g = 82 X 100 = 0

85
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LANINA E

MARGARINA

MANTEQUILLA

VITAMINA £
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RECONINDACIONES

1. Habiendo una gran varicdad de aditivos naturales con propieda
des colorantes, swria conveniente gue 1os jabricantes estudig
ran la ventajas de sw aplicacidén. Por ejemglo, el achiote &8

rico ¢n vitamina 4 y Sirve pecra 105 UsS0s propuestos.

CONCLUSIONES

1. EI colorante quc de acuerdo a las pruebas efectuadas se detec
td en la mantegquilla y margarina, es el betacaroteno, amplia—
mente conocido por Sus atributos vitaminicos. En el aceite y

manteca, resultd ¢l andlisis negativo.

o

. &1 control de un colorante Jul tipo del betacaroteno, Sse hace
necesaric no sélo por las car.cteristicas fisicas del produc—
to, sino porgue tal producto tiene una intervencidn mds pro-—
Sfunda en las propiedades jfinales del producto terminado, como

son la vitaminizacidn y la proteccidn.
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VII — PESTICIDAS

Fucrce de la wutilidad normael para gque fueron creados, &stos
productos representan wun peligro constante para 10s aGnimu—
les de sangre calicente, incluyendo al hombre, Por 1o expues
to, se hace necesario un andlisis sensible y rdpido para de

tectarlos.

Actualmente las sustancias con propiedades insecticidas de
mds importancia, son los €steres del deido tiofosfdérico, -

los hidrocarburcs clorados y las piretrings.

Para examinar el punto sz ha seleccionado los hidrocarburos
clorados o clorinados, pucs €llos son diffcilmente degra—

dables.

Una diversidud de hidrocarburos clorados se usan como insec—
ticidas, a saber: DDT (clorofanotano), clordano, hexaclorcci

clc hexano (lindano), Dieldrin, atc.

Estos puedern ser absorbidos cuando se ingieren y siendo tam—
bién solublcs en las grasas les es factible atravesar la -
piel, JSe almacenan en Ccuerpos grasos y en dosis considera-—
bles 1legan a producir la muerte de 10s organismos vivien-—
tzs. En el ser humano los sintomas de tal envenenamiento uvg
rian desde la simple hiperirritabilidad hasta convulsiones

graves gque pueden lesionar por vida los Srgancs del cuerpo.

Por ese riesgo de intoxicacidn, existen tablas de toleran-—
cic schbre los alimentos que anualmente se renuevan ddndose
a conocer por medic de boletines. Este control lo efectuan
organismos gubernamentales en base a Codex Alimentarios gs—
tructurados por dependencias internacionales, como la OMS y
la #40. La Secretaria de Agricultura de los EE,UU. publica

en forma periddica tablas de las cualzs hemos recogido las
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siguientes especificaciones:

Heptacioro s 0 en carne.
Lindano ;7 ppm oéen grasas animales.
Aldrin ! No hay tolerancia establecida. Se me-

taboliza con rapidez a dialdrin.
Dialdrin ! No tiene tolerancia establecida.
DDT : 7 ppm en grasas animales.,

(ppm = partes por millén)

PRACTICA N° 4

Como en prdcticas anteriores, se procede inicialmente a ex—
traer la grasa, con una diferencia, precisamente en el méto

do de extraccidn.

Se pesd 40 gramos de producto graso colocdndolc en una ampo
1la de bromo o de separacidn..La grasa es disuelta al agre-—
gar 200 ml. de €ter de petrdleo. Después de haberse agitado
y estar bien disuelta 1la grasa, se trata el producto con —
100 ml. de acetonitrilo previamente saturado con éter de pe
tréleo, debiendo agitarse nuevamente para qué puedan Sepa-—
rarse dos capas:! la capa que no contiene grasa se trasvasa
¢ otra ampolla de separacidn que contenga 100 ml. de &€ter —
de petrdleo, 10 ml., de agua saturado de cloruro de sodio Yy
250 ml., de agua destilada. Fsta operacidn se lleva a cabo
con el objeto de limpiar o guitar las impurezas y se reali-—
za por tres veces agitdndose debidamente en cada una de -—
ellas., 41 separarse las dos capas se desecha la aeuosa y la
que queda se pasa por sulfato de sodio anhidro con el obje-—
to de yuitar toda el agua que lleva disuelta. 4 continuacidn
se filtra pafa separar ¢l sulfato de sodio ya hidratado y —
se concentra hasta unos 5 ml. Esta muestra queda lista para

poderla aplicar en la placa.
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La aetecciln se 11ov8 a cabo mediante dos métodos:

L1 primero se¢ hizo én placas de silicagel GF254 en donde se
aplic” las mucstras probiemas concentradas y las muestras —
de referencia con eluysnte heptanos Posteriormente se proceg
did a agregar al eluyente 20 ml. de nitrato de plata (W03 Ag)
al Cuh y 2¢ realizd una nueva corrida. Se sacaron las pla-
cas, se dejaron secar al amkbiente y seguidamente s& observa
ron en la ldmpara ultravioleta de onda corta (254 um). El -
resultado fue positivo para las muestras de margarina y -
acelte y para las de referencic negativc ya gque estaban nuy
diluidas. Estas muestras de referencia fueron: aldrin, dial
drin, op DIT, 1lindano, pp DDE, pp DOD, pp DDT y heptacloro.
Se hlzo nuevamente ¢l ensayo con las muestras de referencia,
pero mezelando los aldrin y otra mezcela de los DOT, los dos

grupcs dieron positivo.

Distancias de las manchas:

Grupo Aldrin 2 5.6 cms.
Grupo LDT 5. ems.
Margarina : 5.6 cms.
Adceite 2 5.9 cms.

Los RRf respectivaments son:

hRf = gﬁg x 100 = 56 grupo cldrin
ARf = 35_ x 100 = 50 grupo DDT
hEf = ggg X 100 = 56 margarina
RRf = -15_52 x 100 = 59 acelite

Siendo los porcentajegs Jde error, los siguientes: con resp=¢

to al grupo aldrin:
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ig}é_ig X 100 = 0 margariha

59 = 56 x 100
56

5.35 aceite

Y ecn respecto o los DDT:

Margarina = iggé"ég x 100 = 1z
dceite = i%ﬂ x 100 = 18

Se hizo ctro ensayo, aplicdndose dichas muestras en placas
de alumina Fos, con egluyente heptano—acetona (98:2) y se ob

tuvo el resultado siguiente:

Grupo Aldrin P 7.8 cms.
Grupo DDT 2 5.8 cms.
Margarina p 7.6 cms.
dceite s 7.3 cms.
nEF (aldrin) = Z8 x 100 = 78
10
nRf (DDT) = iLg x 100 = 58
hRf (margarina) = Zj% x 100 = 76
nhREf (aceite) = %.g x 100 = 73

Luego tenemos porcentajes de error para cada uno:

Relacionados a los aldrin

Margarina = Z§;§_Z§ x 100 = 2,56
dceite = Z%@ x 100 = 6.41

Y con respecto a los DDT, tenemoes:

Margarina = Zégg—iﬁ X 100 = 31.03
Aceite = 23 = 58 100 = 25,86
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RECONENDACI ONVES

L,

La Cromatografia de Capa Fina nos ha permitido detectar pesti
cidas en los productos examinados, pero este andlisis cualita
tivo no basta para emitir un juicio prdctico. Es aconsejable
determinar cantidades con el andlisis correspondiente para sa
ber hasta qud punto estos aditivos han saturado el producto

en detrimento de su valor alimenticio.

2. Se necesita pues, wuna regulacidn o control sobre 1os pestici-
das para saber si el producto sobrepasa 1os limites de permi-
sibilidad y este control deberia acentuarse en los clorinados
porque no se degradan tan fdcilmente y ademds son los mds -
téxicos.,

CONCLUSIONES

1., Se encontrd trazas de pesticidas en 1os productos de origen

vegetal, especificamente del tipo aldrin en el aceite y marga
rina. Esto se hactia sospechable por la constante fumigacidn a
gue son sometidas las cosechas en el campo. Un ejemplo es 1la
semilla de algoddn, cuyo uso industrial se aprovecha en el -—
aceite, Este vegetal se cultiva en plantaciones extensas don
de la exterminacidn de las plagas requiere el constante riego

de pesticidas,
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VIIT — RECOMENDACIONES ¥ CONCLUSIONES GENERALES

1. Wo se¢ ho valorado el uso prdctico de la Cromatografia

de Capa Fina como método analitico. £n la Industria de
las grasas y aceite, la deteccidn en los productos fa-—
bricados de ciertos aditivos éon el método apuntado, no
tiene wun desarrolio pleno y normal en los laberatorios
de Control de Calidad. Es posible gue los fabricantes

" V4 4 .
conozcan de este metodo, pero no 1o ponen €n practica.

FPor lo expuesto, es aconsejable que por medio deg folle—
tos divulgativos, si es posible, se haga saber la garan
tia y precisidn gque ofrece. Esta tarea no quedaria uni-
camente a los tradicionales centros de investigacidn ya
establecidos, sino también podrian contribuir otros sec

tores directamente beneficiados con estos trabajos.

Se encontraron aditivos en los productos examinados. Se
analizd principalmente antioxidantes, preservativos, co
lorantes y pesticidas. Luos resultados se anotan de mang

’ R . .
ra general, segun el cuadro siguiente:

NUESTERAS MANTEQUILLA | HARGARINA t ACEITE | HANTECA
Antioxidantes + + + | +
Preservativos + + + + !
Colorantes + + - -
Pesticidas - + + -

Convendria en estos productos, completar las pruebas pa
ra resultados mds prdcticos, con una investigacidn de —
tipo cuantitativo, Ksto podria permitir regulaciones mds

amplias en un control de calidad, ya gque de un porcentaje
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sobre la proporcidn normal de aditivos, puede depender

la salud de un consumidor.
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