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RESUMEN

Se llevard a cabo la separacién de mezclas de aminoacidos mediante
cromatografia en papel. Se revelara la presencia de los mismos en el
papel mediante reaccion con ninhidrina y se identificaran en el
cromatograma por comparacion con la posicion de los correspondientes
patrones preparados al efecto.
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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La cromatografia se engloba dentro de las llamadas técnicas de separacion
y permite el analisis de mezclas complejas de compuestos muy estrechamente
relacionados quimicamente. Son varias las modalidades usadas y se clasifican
segun la fase movil (de gases, liquida) y por el tipo de soporte (columna, capa
fina, papel) usados.

La separacion se lleva a cabo segun la distinta interaccién que presenta
cada uno de los componentes de una muestra respecto a dos fases: una
estacionaria y otra movil que fluye sobre ella. Esta interaccién puede ser de
varios tipos que a su vez dan lugar a distintas subclases de cromatografia: de
absorcion, de reparto, de cambio idnico, de afinidad, etc.

En esta practica, vamos a usar la mas simple de ellas, la cromatografia
ascendente sobre papel. La fase estacionaria es la celulosa del papel y la movil
una mezcla de disolventes orgénicos y agua. La celulosa retiene una cierta
cantidad de agua entrelazada entre sus fibras y puede dar lugar a un
mecanismo de reparto de los componentes de una muestra aplicados sobre
ella cuando se hace fluir un disolvente de polaridad distinta de la del agua.
Segun la solubilidad que tengan los componentes de la muestra respecto de
las dos fases asi sera su movilidad.

2. LISTADO DEL MATERIAL NECESARIO
2.1. Equipamiento

Tanque cromatografico.



2.2. Material

Papel cromatografico Whatman n°1
Tubos eppendorf.

Puntas de micropipetas.
Pulverizador.

2.3. Reactivos

Soluciones patrén al 0,5% de aminoacidos.
Fase movil, n-butanol:acético glacial:agua (12:3:5).
Solucion de Ninhidrina al 0,1% en etanol con 2 ml de piridina.

3. PROTOCOLO A REALIZAR

Se trata de identificar el contenido en aminoacidos de una muestra (M) cuya
composicién desconocemos.

3.1. Se traza a 1,5 cm del borde inferior de la tira de papel Whatman una linea
con lapiz y sobre ella se marcan 3 puntos a 1,5, 3,0 y 4,5 cm, escribiendo
debajo de cada uno de ellos 1, My 2, tal como se indica en la figura. Hay que
evitar poner los dedos en la parte central del papel ya que al final saldrian
nuestras huellas dactilares.
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3.2. Aplicar sobre cada uno de los puntos, con la punta de micropipeta, cada
una de las respectivas soluciones de forma que se forme una mancha de unos
5 mm de diametro. La solucidn 1 contiene una mezcla patrén de lisina, prolina'y
fenilalanina. La solucibn M es la muestra cuyo contenido en aminoacidos
pretendemos determinar y la solucién 2 es un patrén que contiene acido
glutdmico, valina y leucina.



3.3. Se introduce el papel en el tanque de forma que el liquido no moje la linea
y cerramos la tapa para que la atmosfera se sature del vapor de la fase movil.

3.4. Se deja al menos 30 minutos para que se desarrolle el proceso.

3.5. Se sacan las tiras antes que el disolvente moje la pinza de sujecion y se
marca el punto alcanzado por la fase mavil.

3.6. Se secan en corriente de aire caliente hasta que no se aprecie olor a
butanol.

3.7. Se pulveriza con la solucion de ninhidrina y se seca para que tenga lugar
el desarrollo de color.
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3.8. Se mide la distancia desde la linea de aplicacion de las muestras hasta
cada mancha y se calculan los valores del factor de resolucién (Rf) para cada
aminoacido. Los valores estimados se incluyen en la figura y habra que
calcularlos en cada experimento.

4. RESULTADOS ESPERADOS

El reparto de los amino&cidos en el papel se debe a su naturaleza quimica.
Las formulas de los compuestos usados como patron son:
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El reparto que se obtiene es el siguiente: los aminoacidos apolares son los
gue mejor interaccionan con el solvente y son arrastrados por él; la lisina
presenta la menor movilidad debido a que al pH del solvente, este aminoacido
presenta sus dos grupos amino cargados positivamente por lo que interacciona
mal con el solvente, mayoritariamente apolar (n-butanol). Los demas
aminodacidos se separan entre los aminoacidos apolares y el basico.
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La posicion del aminoacido se revela con ninhidrina, apareciendo una
mancha de coloracion azul-violeta. La ninhidrina reacciona con los aminoacidos
formando aductos coloreados segun la reaccion:
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5. DISCUSION Y COMENTARIOS

Esta técnica de separacion cromatogréfica es de las mas simples, aunque
también de las mas didacticas, ya que los alumnos deben preparar y cortar el
papel, aplicar la muestra y revelar la posicion de los aminoacidos.

La reaccién de los aminoacidos con ninhidrina se debe a la presencia del
grupo o—NH> en los mismos. La prolina no tiene dicho grupo libre, sino —NH- ya
que forma parte del anillo de pirrolidina, y al reaccionar con ninhidrina se forma
un color amarillo.
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