Quimica Biologica | TP 10 Cromatografia planar ercapa fina o TLC

OBJETIVO:

-Separar mediante cromatografia de adsorcion ea plelgada los lipidos de una muestra

de cerebro de vaca.

FUNDAMENTO:
Es una técnica muy importante para la separacpidad el analisis cualitativo de muestras en

pequefa cantidad. El solvente asciende por cagalhmor un soporte de vidrio (cromatoplaca)
que tiene adherido el adsorbente de espesor v@aseaflin la placa sea analitica o preparativa.
En un extremo de la placa se siembra la muestrirera puntual si es analitica y en banda si
es preparativa. En ambos casos pueden hacerss si@mabras superpuestas para aumentar la
cantidad de muestra.

La placa se introduce en una cuba que contienehetrge de desarrollo el cual asciende y
permite que se lleven a cabo los equilibrios demisn- desadsorcion. La placa se deja hasta
gue el solvente llegue al extremo superior. Terdonal desarrollo, se retira la placa, se seca,

revela y evalla.

Fase estacionaria

Silica Gel 60 (granulometria menor de 10 a 40 undiélmetro) G (con agregado de yeso al

12% que permite que el adsorbente se adhiera aitspp

Fase movil

Mezcla de solventes tal que los componentes deiéstra no corran con el frente del solvente,
ni queden retenidos en el lugar de siembra. Ldaddiles seran entre 0,25y 0,75.

Es fundamental el uso de solventes anhidros y biesci

La cuba cromatogréfica debera estar saturada dassdéamovil antes de introducir la placa, de

lo contrario el solvente en vez de ascender pdtacaad continuamente, tendera a evaporarse
de la capa de adsorbente para equilibrar al ligomtosu presion de vapor. Eso implicaria un

ascenso no homogéneo del frente del solvente.

ETAPAS DEL PROCESO

Siembra:

Se disuelve la muestra en un solvente adecuadtatilwola siembra se efectia con un capilar
cargado a 2 cm del borde inferior y de los bordésrdles de la placa. Se hace un toque, se



seca, se hace otro toque, cuidando de que el dametsupere los 3mm. Las muestras deben
estar separadas 1 cm entre si.

Desatrrollo:

La placa sembrada se introduce en la cuba previansaturada con el solvente ( 15 minutos),
de modo que el solvente toque la placa, pero zona de siembra. La cuba se tapa y se deja
gue el solvente ascienda por capilaridad hasta &ues del borde superior de la placa. Se
retira y se deja secar.

Revelado:

Si las manchas no son visibles hay que revelarlas.

Luz UV: se observaré fluorescencia.

Yodo: revelador universal. Se observaran manchasones o amarillas. Al quitar la placa del
contacto con los vapores las manchas se decoloran.

Sulfarico con calor: método destructivo. Se roaiglaca con sulftrico al 50% y se coloca en
estufa a 120 °C por unos minutos. Apareceran manolaarones, pardas, rojizas, opacas.
Reactivos de color: especificos para cada grupmiqaio compuesto.

Si la placa es preparativa no pueden usarse rerelmdestructivos.

Evaluacion:

Calculando los Rf caracteristicos para cada sustanddénticos sistemas cromatogréficos.

Parte Experimental:

Separacioén de lipidos de diferentes muestras p6r TL

Muestra 1: lipidos de cerebro: pesar 2 g de sesasmch, agregar 5 ml de éter etilico: etanol
(1:3). Agitar y  reposar 30 minutos. Separaakefeterea.

Muestra 2: lipidos de mani (o palta, aceituna):apeés g, triturar y agregar 10 ml de
cloroformo: metanol (1:1) Agitar y reposar 30 mmautSeparar la fase cloroformica.

Sembrar en forma puntual 3 gotas

Testigo colesterol: solucion al 1%. Sembrar 3 gotas

Fase movil: hexano : éter etilico: acido acéticdu8:1)

Revelado: Vapores de yodo: colocar la placa erncuba seca con cristales de yodo y tapar. Se
observaran manchas marrones que se marcaran ®négpo para saber su ubicacion.

Rf de los lipidos en silicagel:

Esteres de colesterol: 0,75 - 0,80

Triglicéridos: 0,40- 0,45

Acidos grasos: 0,20

Colesterol: 0,05






