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5 Cromatografia en capa fina 4 horas 6 5 por 4y 4 por 2

Objetivos de la practica:
v identificar la presencia de azucares por cromatografia en capa fina en muestras de alimentos comerciales

Equipos, Materiales, Insumos:
Glucosa, Galactosa, Sacarosa, Lactosa Muestra Desconocida

PREPARACION DE LA FASE MOVIL

Medir 25 ml de 1 butano, Anadir 12,5 ml de acido acético, Agregar 12,5 ml de agua destilada

Medir 25 ml de fase movil y agregar a la cdmara cromatograéfica o la cantidad para que adquiera una altura de 0,5 cm
IAGENTE REVELADOR; Solucidn de acido sulfurico al 2% en solucién etanol agua 1:1

Medir 24,5 ml de etanol
Agregar 24,5 ml de agua destilada
Agregar 1ml de acido sulfdrico

PREPARACION DE ESTANDARES DE AZUCAR
Pesar 0,05 g de cada uno de los azucares en vasos de precipitacién de 50 ml y disolver con 2 ml de agua destilada

PREPARACION DE MUESTRA A ANALIZAR
v" Medir 1 ml de las muestras a analizar y agregar 5 ml de solucién etanol: agua 1:4

APLICACION EN LAS PLACAS CROMATOGRAFICA:

Hacer un trazado suave (lay out) con lapiz grafito sobre la capa de la placa cromatografica (soporte de la fase estacionaria)
como se indica en la Figura siguiente. Deben quedar claramente trazadas e identificadas las pistas y las posiciones para
cada una de las muestras a analizar como se indica en la figura. Nota: Las unidades son cm. IMPORTANTE: Cuidar que no
se manche la capa delgada de la placa por ningiin motivo.
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Figura: Placa Cromatografica con el Trazado para las Muestras

APLICACION DE LAS MUESTRAS Y PATRONES A LA PLACA CROMATOGRAFICA:

Aplicar 1 gota pequefia de cada muestra a la placa, en las posiciones indicadas de la Figura anterior. Cuidar que no se
mezclen las muestras. Dejar secar al aire por 5-10 minutos y continuar con el desarrollo de la placa.

DESARROLLO DE LA PLACA CROMATOGRAFICA:

Introducir la placa con las muestras y los patrones de comparacidén aplicados a la cdmara cromatografica, que debe contener|
el liquido de desarrollo. La cantidad de liquido debe ser tal que el nivel de éste, quede 0,5 cm. bajo la linea de las muestras.

Poner la tapa a la cdmara cromatografica y esperar que la fase mévil ascienda por la placa por capilaridad, hasta que
el frente de ésta alcance la linea situada a 1 cm del borde superior de la placa. Una vez ocurrido esto, sacar la placa de la
camara y dejar secar bien al aire por unos 15 minutos a lo menos.

8.- Revelado de la placa cromatogrifica:

ii PRECAUCION LAS NEBLINAS GENERADAS SON CORROSIVAS Y TOXICAS !! APLICAR SOLAMENTE EN
LUGAR VENTILADO BAJO CAMPANA DE EXTRACCION O AL EXTERIOR. USAR ELEMENTOS DE
P— PROTECCION PERSONAL: lentes de seguridad, protector facial con pantalla clara, mascara respiratoria
oot - T con filtros para gases acidos y vapores organicos, coleto de PVCy guantes de PVC.

Una vez desarrollada y seca la placa, deben pulverizarla finamente con la solucion de revelado

La forma correcta para obtener resultados satisfactorios, es pulverizar desde unos 25 cm de distancia ligeramente toda la
superficie de la capa, sin empaparla. Colocar enseguida la placa en la estufa por 5 minutos a 100 C y dejarla enfriar al aire.
Aparecerdn algunas manchas oscuras.

Resultados:
Mediciones, calculos e Identificacion:

La Movilidad Relativa o también llamada Velocidad de Migracién de los azlcares designada por el simbolo Rf, puede ser
calculada experimentalmente a partir de los datos de mediciones de la placa cromatografica desarrollada y revelada.

La velocidad de migracidn Rf es “ la razdn entre la distancia recorrida por la mancha de un azucar presente en la
muestra, a partir de la linea base, y la distancia recorrida por la fase mévil desde la linea base hasta la linea superior de
la capa “.
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Los azucares en las muestras pueden ser identificados comparando sus Rf, con aquellos de los patrones corridos junto
con las muestras en la placa cromatografica.

Observar las manchas caracteristicas que aparecen sobre la placa revelada. Si éstas cubren zonas extensas o poco
definidas es debido a una separacion escasa de los azucares, pudiendo ocurrir algun tipo de superposicion dificil de
resolver. Algunas manchas pueden aparecer bien definidas y claramente resueltas. Algunas pistas pueden presentar varias
manchas identificables que han migrado en distinto grado desde la linea base.

En las pistas donde se observen manchas definidas, marcar el centro de la mancha y medir con una regla su
desplazamiento distancia (cm) recorrida desde la linea base. Medir ademas la distancia recorrida por la fase maévil en el
proceso cromatografico (distancia entre las lineas base y superior de la placa).

Calcular en cada caso las Rf como sigue

Rf = desplazamiento de la mancha (cm) / desplazamiento de la fase

Analizar los resultados obtenidos y comparar los valores de Rf obtenidos de las muestras y de los patrones, investigar posibles
coincidencias entre ellos, dentro del error experimental. Informar la identidad de los azucares encontrados en las muestras
analizadas.

Averiglar los valores de Rf obtenidos por otros grupos que desarrollaron la placa en soluciones diferentes, asi como con
aquellos que utilizaron otro revelador. Interpretar los resultados y buscar una explicacion fundamentada a las diferencias
encontradas

Anexos:

El Rf toma valores entre Oy 1 y puede ser usado para la identificacién de los componentes de una muestra. datos tedricos
del libro Bioquimica Humana (josé M. Macarulla, 1994), donde se recopilaron los siguientes resultados, Manosa: Rf: 0.28,
Galactosa: Rf: 0.36, Glucosa: Rf: 0.41, Fructosa: Rf: 0,46.

Referencias bibliogréficas:

https://www.youtube.com/watch?v=8EbhEC8CUCcA
https://es.scribd.com/document/439220693/Azucares-Por-Cromatogrfia-TIc#
https://www.youtube.com/watch?v=izHy-i0OL Z0c

https://www.youtube.com/watch?v=g711WP205pg

https://youtu.be/0Q3mKoRZIIQ

https://www.youtube.com/watch?v=8EbhEC8CUCcA

Fecha de Revision y Aprobacion: 15 de abril del 2025

i rmado el ect 1 oni canent e por

HORTENCI A MEJI A
OPEZ

idar dnicamente con FirmaEC

Firma Director de Carrera Firma Docente
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