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SEPARACION DE LIPTIDOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

INTRODUCCION

La cromatograffa en capa fina (TLC), es un método simple, rdpido y no i
costoso; utilizado para separar cualitativamente una muestra en sus camponen— (i
tes. La capa delgada se prepara dispersando una suspensién de material adsor- i
bente sobre una placa de vidrio y dejando secar para formar una capa con un - ‘}: ;
| grosor aproximado de 250 micras. il

Esta técnica puede adaptarse a la separacién y caracterizacién de 1i-

i pidos, utilizando microcantidades de material; es posible tambien efectuar es
- | timaciones cuantitativas de las distintas clases de lipidos. Por ello, este - |
| método ha desplazado a otras té&cnicas y es ampliamente utilizada tanto en la f
il industria como en los laboratorios clfinicos para la separacién de lipidos de- ‘

1 1ipidos séricos, corticosteroides de la orina, hormonas séricas, vitaminas 1i
I' | posolubles, etc.

OBJETTIVO

¥ '
{ ' ; : Intentaremos la extraccion de lipidos de muestras biolégicas con un -
i g alto contenido de lipidos y posteriormente los separaremos e identificaremos
il utilizando la técnicas de cromatografia en capa fina,
I ‘ |

Wi : i |
it Basicamente a la cromatograffa en capa fina se aplica el mismo funda- | l'

i mento de la cromatografia en papel, Aqui la muestra se coloca sobre una cu— {il
ik bierta de silica gel adsorbida a una placa de vidrio: esta placa se introduce ; ‘
8 en un eluente contenido en una camara cromatografica dejandolo migrar a tra-- bk |

| ves del material adsorbente (fasé estacionaria). El eluente (fase mévil) al -
ir desplazandose sobre la silica, arrastra la muéstra. Ia adsorcién y la par-
i
\
i
|

e

ticibn retardan el avance de la muestra; y la resolucién de los diferentes -

componentes se debe a que las sustancias presentes tienen diferente velocida-
des en direccion del flujo.

. Generalmente se permite que la fase mévil avance de 10 a 15 an. Ia de-
I i teccién de los camponentes separados se hace con vapores de yodo, rociando -
il |

Il : : : con &cido sulffirico al 50%, 6 rociando con reactivos especiales camo el Acido
! élbf’ fosfomolibdico entre otros.

La identificacién se hace calculando el Rf de cada uno de los compo-~ I
it nentes de la mezcla y comparandolo con los Rf de soluciones lipidicas conoci-
das. Recordemos que este valor se obtiene al dividir la distancia recorrida -
por la mancha entre la distancia total recorrida por el solvente,




g

MATERIAL POR EQUIPO DE CUATRO PERSONAS

PROTOCOLO A: 1 tubo de 18 x 150
1 gradilla
1 matraz erlemmeyer de 50 ml
1 pipeta de 5 mi
1 parrilla eléctrica con agitacién
1 embudo de filtracién ré&pida

PROTOCOLO B :1 vaso de precipitados de 250 ml
1 probeta graduada
3 tubos de ensaye de 18 x 150
1 gradilla
2 pipetas de 10 ml
1 embudo de filtracién rapida

PRCTOCOLO A: EIUENTE I: Eter de petrbleo

1l.-

2.~ ELUENTE II: Hexano: Cloroformo (25:75)

3.- ELUENTE III: Cloroformo-Metanol (95:5)

4 ,-Eter de petr6leo

5.~ Mezcla cloroformo metano (50:50)

6.- Soluciones patrén de aceite de oliva, acido ol&ico, lecitina,
colesterol, etc: Disolver 100 mg de cada uno de ellos en 100ml
de una mezcla cloroformo: metanol (50:50).

7.- Revelador: Acido fosfamolibdico al 20% en etanol: Disolver 20-
gramos de 4cido fosfamoIfbdico en 100 ml de etanol y guardarlo
en frasco oscuro hasta el momento de su uso, 5

PROTOCOLO B: 1,- ELUENTE: Cloroformo- Solvente Polar (100:7)
2.- SOLVENTE POLAR: 90 ml de metanol se mezclan con 5 ml de agua -
destilada y 5 ml de hidr6xido de amonio.
3.- Soluciones patron al 1 mg/ml: prepararlas como el protocolo A,
4.~ REVEIADOR: Acido fosfamolibdico al 20% en etanol & bien vapores
de yodo.,
5.~ Cloroformo- metanol (50: 50)

PREACTIVOS PARA AMBOS PROTOCOLOS: Sflica Gel, y Aqua destilada

PREPARACTON DE IAS PIACAS CROMATOCRAFICAS

1.~ Pese 30 gramos de Silica Gel H 6 HFygy y suspendalos en 50 ml de agua desti-
lada, esto es suficiente para preparar 5 placas de 250 micras de espesor,

2.~ Agite el matraz bola que contiene la mezcla durante un minuto vigorosamente,

3.-Vierta la suspensién en el distribuidor para placas, y rdpidamente péselo so-
bre los cristales limpios y desengrasados con acetona.




4.- Deje que las placas se secuen al aire, permaneciendo siempre sobre el ni-
velador.

5.- Activar las placas llevandolas a secar en una estuta a 110°C durante una-
hora para eliminar la mayor parte del aqua.

6.~ Guarde el estante con las placas dentro de un desecador hasta el momento-
de su uso -

PARTE EXPFERTMENTAL

Segun S€3 el material biol6gico con el que se cuente, el intructor in
dicaré el protocolo adecuado.

PROTOCOLO A

1.-PREPARACION DE [A MUESTRA

a)5i su muestra es una grasa & aceite, disuelva 1 grémo de ella en 4 ml de-
éter de petrébleo.

b)Si trabaja con suero, entonces adicion 1 ml de suerc a 25 ml de una mezela
de clorformo-metanol (50:50) en un matraz erlemmeyer de 50 ml, Caliente —-
brevemente para precipitar proteinas, y filtre a través de papel filtro No.1l

2,-APLICACION DE LA MUESTRA

[a muestra y las soluciones patrén se aplicaran en forma de gota pequena—
sobre la silica, utilizando la plantilla especial para ello, procurando que
las muestras queden bien separadas entre sf, Coloque 3 gotas de cada solu--
ci6n permitiendo que la gota se seque antes de avlicar 13 sigquiente,

3. -DESARROLLO DEL CROMATOGRAMA

a)Introduzca la plca en la cémara. cromatogréfica colocandola previamente en
el dispositivo especial para ello, y eluya hasta una altura de 16 am con el
eluent e I, Saque la placa, y deje secar al aire.

b) Introduzca la placa en otra cimara cue contenga el eluente II v eluya hasta
una altura de 12 cm, deje secarla al aire, v posteriomente eluya con el eluen

oy

te IIT basta una altura de 5 cm. y seque al aire.

4,-BETECCION DE IAS MUESTRAS

Rocie la placa con &cido fosfamolibdico al 20% en etanol, y calientela -

una vez seca, en el horno a una temperatura de 105€ - 110°C durante 5 minu
tos.

5.-IDENTTIFICACION

Delimite los contornos de las manchas con un alfiler 6 un l&piz de punta
fina, coloque un punto en el centro de cada mancha, y determine el Rf.




1.- PREPARACION DE IA MJESTRA

En vaso de precipitados de 250 ml, cologque la yema de un. huevo, y
afiada 100 ml de una mezcla cloformo-metanol (50:50) . Agite vigorosamente
y luego filtre usando un embudo de filtracién r&pida, 6 bien deje reposar
hasta que se separe bien el sobrenadante,

Del schrenadante o del filtrado, prepare diluciones 10-1y 107° :
en mezcla cloformo-metanol (50:50): la solucién méds dilufda permite 1la -
determinacién de fosfatidiletanolamina (cefalinas) y lecitina, Ia solu-

cifn mids concentrada demuestra la presencia de fosfatidil-serina y fosfa- ,

tidilinositol,

2.- APLICACION DE TA MUESTRA

Las muestras y las soluciones patrén utilizadas se aplicarén en -
forma de gota sobre la sflica, utilizando para ello la plantilla de ©pl4s
tico. Deje secar la gota antes de colocar la siquiente; ya que deberd apli
car 5 gotas de cada solucién. L

3.~ DESARROLIO DEL CROMATOGRAMA

Introduzca la placa de cromatograffa en la cuba, acamodandola pre
viamente en el dispositivo especial para ello; la cuba deberd contener el
eluyente. Permita que el eluente migre una distancia de 10 am a 15 cn. En

seguida saque las placas de la cfmara cromatogréfica y déjelas secar al =
aire.

4,~DETECCION DE IAS MUESTRAS

Rocie las placas con dcido fosfomolfbdico al 20% en etahol , ¥ ca-
liéntelas,yna vez secas, a 110°C durante 5 minutos,

5.~IDENCTFICACION

Delimite los contornos de cada una.de las manchas utilizando pa
ra ello un alfiler 6 un 14piz con punta fina, v luego coloque un punto en
el centro de la mancha. Mida la distancia desde el centro de la mancha has
ta el origen, y la distancia desde el origen hasta el frente del solvlente,

Determine el Rf de las manchas ¢ € identifique los componentes de
Su muestra comparando los Rf de estos con los Rf de soluciones conocidas.




