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Mijail Semiénovich Tsvet 1872

1919

En Ginebra recibe estudios superiores en
el Departamento de Fisica y Matematica
de la Universidad de Ginebra en 1893.
Decide dedicarse a la bot4nica y recibe el
doctorado afios mas tarde en 1896 por su
tesis sobre la Fisiologia de la Célula. En el
mismo afio se traslada a San Petersburgo
reclamado por su padre, oficial ruso, para
contribuya en el Servicio Exterior. En
1917 es nombrado Profesor titular de
Boténica y director del Jardin Botanico de
la Universidad de Tartu en Estonia. Al
afio siguiente tropas germanas ocupan la
ciudad y la universidad es evacuada.
Tsvet fallece meses mas tarde a los 47
afios por una inflamacién crénica de
garganta

Su trabajo

La cromatografia fue inventada por Tsvet
en 1906 durante su investigacion sobre
los pigmentos de las plantas. Tswet
separé los pigmentos de las plantas
(clorofilas) vertiendo extracto de hojas
en éter de petréleo sobre una columna de
carbonato de calcio en polvo en el
interior de una probeta. El método fue
descrito el 30 de diciembre de 1901 en el
XI Congreso de Naturalistas y Médicos en
San Petersburgo.

El trabajo de Tsvet fue ignorada durante
varias décadas debido a diversas
razones: los acontecimientos tragicos en
Rusia a principio del siglo XX, el hecho de
que Tsvet sélo publicara en Rusia
haciendo inaccesible los resultados al
resto de cientificos occidentales y sobre
todo un articulo en contra de las
investigaciones de Tsvet realizada por
Willstater Stoll. Ya por 1930 la idea de
Mikhail se retomd gracias al cientifico
aleman Edgar Lederer y al bioquimico
austriaco Richard Kuhn.

Objetivos

Pretendemos facilitar el aprendizaje de Ia
técnica de cromatografia en capa fina, también el
conocimiento de conceptos cromatograficos como
polaridad, fase mdvil, fase estacionaria, factor de
retencion entre otros. Y la determinacion de los
distintos pigmentos contenidos tanto en frutas como
en hojas.

Los cloroplastos deben su color verde a la
clorofila. Sin embargo lo que realmente existe en
los cloroplastos es una mezcla de pigmentos:
Clorofila a, Clorofila b, carotenos y xantofilas.

Todas estas substancias presentan un grado
diferente de solubilidad, la cual permite su
separacion ascendiendo por capilaridad por una tira
de papel de filtro. Las mas solubles se desplazaran a
mayor velocidad, pues acompafiaran facilmente al
disolvente a medida que este va ascendiendo de
forma analoga los que menos. De esta forma, al
cabo de un tiempo, a lo largo del papel poroso se
irdn situando los distintos pigmentos.

Antecedentes

La cromatografia es una técnica de analisis quimico utilizada para separar
substancias puras de mezclas complejas. Esta técnica depende del principio de
absorcion selectiva. A medida que la solucion va filtrandose por la columna,
cada componente de la mezcla precipita a diferente velocidad, quedando la
columna marcada por bandas horizontales de colores, denominadas
cromatogramas. Cada banda corresponde a un pigmento diferente.

La cromatografia es probablemente la mas versatil de las técnicas de
separacion: es aplicable a cualquier mezcla soluble o volatil. De hecho las
técnicas de separacion suelen dividirse en dos grandes grupos:

m  Cromatogréficas
®  No cromatogréficas

La eleccién de una técnica cromatografica concreta dependera de la
naturaleza y cantidad de la muestra, del objetivo de la separacién y de las
limitaciones del tiempo y equipo asequible.

Podemos distinguir 3 tipos de cromatografia dependiendo si la fase
estacionaria/fase movil es solido/liquido, liquido/liquido o liquido/gas:

m  Siessolido/liquido, cabe distinguir entre:

Cromatografia de adsorcion: El s6lido adsorbe al componente que inicialmente
estaba en fase movil (liquida o gaseosa (Fuerzas de Van der Waals)
Cromatografia de cambio i6nico: el sdlido es un cambiador de iones (fuerzas
electrostaticas).

Cromatografia de exclusion (o geles): el solido es un gel formado por polimeros
no iénicos porosos que retienen a las moléculas de soluto segln su tamafio.
Cromatografia de afinidad: Es un tipo especial de cromatografia de adsorcidn,
utilizada especialmente en bioquimica, en la que un sélido tiene enlazado un
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Ilamado ligando de afinidad que puede ser por ejemplo, un indicador enzimatico o un anticuerpo.
m  Sies liquido/liquido, cabe distinguir:

Cromatografia de particion: el soluto se reparte entra en la fase mévil (liquido o gas) y en la fase
estacionaria.

m  Sies liquido/gas, cabe distinguir entre:

Cromatografia gas-liquido (CGL), que es cromatografia de particion.
Cromatografia gas-s6lido (CGS), que es cromatografia de adsorcion.

Si es un fluido supercritico, se trata de la cromatografia de fluidos supercriticos (CFS), que puede ser
de particion o de adsorcion.
Las técnicas cromatogréaficas, segln el dispositivo utilizado para conseguir la separacion entre la fase
movil y la estacionaria, pueden ser: en columna y plana.
Cromatografia en columna: Se utiliza en un tubo cilindrico, en cuyo interior se coloca la fase estacionaria
y a su través se hace pasar la fase movil. El flujo de la fase movil (liquido o gas) a través de la
estacionaria se consigue:
1) Por presion
2) Por capilaridad
3) Por gravedad

Cromatografia plana: La fase estacionaria est4 colocada en una superficie plana que en realidad es
tridimensional, aunque una de sus dimensiones es muy reducida, por lo que puede considerarse
bidimensional. Se divide en dos tipos generales:

m  Cromatografia en papel: En la que el papel absorbente actlia como soporte de la fase
estacionaria (cromatografia de particion). Una muestra liquida fluye por una tira vertical de papel
absorbente, sobre la cual se van depositando los componentes en lugares especificos.

m Cromatografia en capa fina: En la que un solido actla como fase estacionaria
(cromatografia de particion), se extiende en una capa delgada sobre una placa, generalmente de
vidrio.

El uso de la cromatografia estd ampliamente extendido en el andlisis de alimentos, medicinas, sangre,
productos petroliferos y fisidn radiactiva.

Materiales y metodos

Los materiales para desarrollar la
préctica fueron los siguientes:

El procedimiento desarrollado fue el siguiente:

A) Obtencion del extracto de pigmentos

— Hojas de Acelga (Beta vulgaris ] - o
var. cicla) Trocear una hoja verde con unas tijeras (eliminado

—  Mortero la nervadura) en el mortero para triturarlo, afadir

—  Pipetas Pasteur acetona hasta un maximo de 10 mL, para los frutos se

Probeta utilizara un disolvente organico (metanol clorhidrico).
Pinzas Conseguir una trituracion completa y dejar reposar unos
Bisturi minutos para que el disolvente extraigalos pigmentos.

Papel de filtro

Papel de aluminio

Tubos capilares

Vaso de precipitado

Tubos tipo Eppendorf de 1 mL
Tiras cromatograficas (TLC)
Acetona

Hexano

Benceno

NaSQ, anhidro

Mezclar la preparacion con una cucharada de NaSO,
anhidro. Remover y extraer con cuidado sumo la parte
decantada de la preparacion, obtener de ésta 1 mL vy
depositarlo en dos tubos de microcentrifuga. Introducir
en la centrifugadora unos minutos hasta que precipite la
parte solida al fondo y quede el preparado purificado en
su superficie. Extraer estas purificaciones e introducirlo
en otro Eppendorf ya separado con el que
posteriormente trabajaremos.
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Por Gltimo preparar la cubeta cromatografica afiadiéndole 10mL de hexano:acetona:benceno (85:10:5) y
unos gramos de sulfato sédico anhidro en el fondo.

b) Separacion cromatografica

Una vez obtenemos nuestra preparacion depositamos gotitas del extracto con los capilares en la tiras
cromatograficas, ha de repetirse el proceso unas 8-9 veces hasta que la tira cromatografica concentre
suficiente extracto. Ha de esperarse el tiempo que sea preciso entre deposicion y deposicion del extracto
sobre la tira cromatografica.

Una vez concluido, introducir el cromatograma en la cubeta hasta que la punta del papel se sumerja en
el disolvente, evitando que el disolvente moje la muestra. Con el papel totalmente vertical, sin que toque
las paredes, sujetar la parte superior con un gancho al tapdn y cerrar herméticamente.

A los 15-20 minutos sacar el cromatograma desarrollado y marcar: 1° la altura alcanzada por el
disolvente y luego cada una de las bandas obtenidas. Medir las distintas recorridas por cada mancha desde
el origen y hallar sus Rf (cociente entre las distancias de cada mancha devidido por la distancia del
disolvente). Anotar los colores visibles

Los Rf de cada substancias son constantes siempre que se mantengan las condiciones de la separacion
(soporte cromatogréfico, disolvente, nimero y concentracion de las substancias a separar y temperatura).

Con el método descrito anteriormente y utilizando hojas verdes se suelen obtener 5 bandas: F1 de
color anaranjado formada por caroteno, F2 de color amarillo y F3 amarillo mas débil que son xantofilas,
F4 de color azul-verdoso la clorofila a y F5 de color verde-amarillento que es clorofila b. El caroteno es
un hidrocarburo y es hidrofébico por lo que asciende méas que las xantofilas y las clorofilas que son
hidrofilicas y su velocidad es menor.

Conclusiones

Antes de comenzar la experiencia hemos de saber la naturaleza de cada uno de los pigmentos que vamos
a encontrar en las preparaciones

Clorofila b Clorofila a

Violaxanteno (Xantofilas) B — caroteno (Carotenos)
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Cuestiones sobre la experiencia y resultados

0,8

0,6

0,4

0,2

Relacion recorrida

Clorofila a

Clorofila b

Carotenos
Xantofilas

Xantofila 4

1 2 3 4 5
H b5 0,007
M Clorofila b 0,066 0,038 0,026
m Clorofila a 0,057 0,079 0,051 0,042 0,031
M Xantofilas 0,168 0,265 0,18 0,145 0,0438
m Carotenos 0,963 0,983 0,987 1 1

Relacion recorrida
Total

— Xantofila 3
Xantofila 2
2 Xantofila 1
1 2
M Xantofila 1 0,055 0,055
H Xantofila 2 0,166 0,166
™ Xantofila 3 0,305 0,305
M Xantofila 4 0,5 0,5
M Total 1 1
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Cuestiones

¢Qué pigmento tiene mayor Rf y porqué?
Los carotenos son los menos polares y los que menos afinidad presentan en la tira cromatografica

Principio de la
cromatografia de
afinidad

flujo de solvente «
]
)

Principio de la cromatografia
de intercambio i6nico

flujo de solvente «
+)°
@

Las bolas de gel estan recubiertas de un ligando por el que
tiene afinidad alguna de las proteinas a aislar. Al pasar la
mezcla compleja a través de la columna ésta proteina es
retenida en la superficie de las bolas eluyéndose de las demas.
Para eluir la proteina retenida por afinidad suele aumentar la
fuerza ionica de la solucion del solvente o incluir en éste el
ligando soluble a alta concentracién de forma que compita con
el que esta unido a las bolas de gel por la unién a la proteina.

Las particulas cargadas negativamente se unen a la matriz
s6lida cargada positivamente, y son retenidas.

Las particulas cargadas positivamente son rechazadas por la
matriz sélida cargada positivamente y son eluidas.

La elucion de las particulas cargadas negativamente se
consigue cambiando el pH del solvente hasta igualarlo a su
punto isoeléctrico hasta invertir su carga neta.

-Los carotenos y las xantofilas determinan el color brillante de las hojas en Otofio, ¢Por
qué el color de estos pigmentos no se manifiesta hasta su llegada?

El cambio de color a rojo o amarillo cuando se acerca el otofio no es el resultado de la muerte de las
hojas, sino de una serie de procesos, que difieren para el caso del rojo y el del amarillo, en las hojas

otofiales.

Cuando la clorofila verde de las hojas disminuye, los pigmentos amarillos que ya existen en ellas se
vuelven predominantes y dan esa tonalidad a las hojas.

Las hojas otofiales rojas son el resultado de un proceso diferente: Conforme disminuye la clorofila, se
va produciendo un pigmento rojo que antes no estaba presente, la antocianina, y que tiene una finalidad

protectora para el vegetal.

¢Cual de los pigmentos es retenido con mayor intensidad por la tira cromatografica y

por qué?

La clorofila b, es la mas polar y la que mayor afinidad tiene en la tira cromatografica
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