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RESUMEN DE_EESIS

Dos motivos especiales ha involucrado este trabajo:
1- El estudio experimental COuparativo de técnicas cromatográficas a

fin de ser aplicadas a la resolución de mezclas fenólicas de prom
ductos aromáticos.

2- La posibilidad de resolver el problema de 1a identificación de los
Ícnoles de distinta estructura quimica presentes en una mezcla.

Las técnicas ensayadas fuelon)
I -Cromatograíia de adsorción sobre placas recubiertas con ácido si

Licico.
II--Uromato¿1aíía de partición en columnade acido silicico.
III-Gramatografía de partición en fase gaseosa.

El estudio consta de dos partes:
Unapartg_jgér¿ga, en la que se exponen generalidades, teorias,

terminología, Gonsideraciones experimentales y ventajas que presen
ta cada técnica.

Una ¿arte experimentalL en la que se considera la puesta a punto
de cada técnica, con un número de componentes fenólicos puros y con
mezclas dealgunos o todos ellos, a fin de observar la posibilidad de
analizar las fracciones Íenólioas en los aceites esenciales.
I- gromatografía de adsorción.

Esta ténica se ensayó con los fenoles puros, y se obtuvieron los
datos que se dan a continuación:

ggppypstos .
Égpólicos fifc. 100 Rfs. 100 Rrr Color

fenol 47 . 54 1,00 amarillo pálido
floroglucima --- --- ---- amarillo anaranjado
resorcina 10 --- 0,21 ‘anaranjado
vainillina 15 17 0,32 pardo
guayaool m2 49 0,90 anaranjado parduzco
eugenal 47 53 0,99 pardo violado
isoeugenol 46 55 1,01 pardo pálido
m-cresol 50 57 1,06 amarillo anaranlado
3,4 xilenol 50 57 1,06 pardo
5,5 xilenol 50 57 1,06 pardo ¡álioo



ggmkpestos
.fïó_li_co_e Rfc'

p-n-amil fenol 52
o-cresol 55
p-etil fenol 55
2,4 xilenol 56
o-etil fenol 58
2,6 xilenol 55
ald. salicílico 58
timol 64
carvacrol 70

(Ii Iïfc y fs

100 RÍS.
59
61

63
64
66

67
67

73
60

100 Rfr
1,10
1,13
1,17
1,19
1,23
1,34
1,24
1,36
1,48

gglor. —.’

anaranjado parduzco
anaranjado
amarillo parduzco
pardo roJizo
amarillo verdoso
amarillo
pardo pálido
amarillo
amarillo

son las relaciones de frente con respecto al punto medio
oe la mancha y a su parte superior respectivamente).

luego se pasó a la resolución de mezclas de dos, cuatro y diez com
ponentes, siendo estas

eug.-3uayacol;
-¿uayaccl;

Ienol-eugenol;

: resorcina-floroglucina;
carv.—timol;eu¿enol-m-cresol;

carvacrol-o-cresol;
eug.-guayacol; eug.-isoeugenol; iso
fenol-timol; fenol-o-oresol;

o-cresol-timol; m-cIesol-timol; m-cresol-o-cresol; timol
o-cresol

-o—cresol-eugenol-fenol; fenol-eugenol-m-cresol-3,4 xil.-3,5 x11.
p-n-auil.fenol-p-etil fenol-2,4 xil.-o-etil fenol-2,6 xil.
Los resultados obtenidos en este caso, variaron de loa dados en la
tabla anterior, en Ï 3 unidades.
La cromatografía de las fracciones fenólicas de los aceites esencia
les, se llevó a cabo con las siguientes esencias: esencia de jarilla
Schinus n011e, yerba mate, Haplopappus, Bracteolatus, Senecio Leaci
Paramela.

II- Cromat05rafia de partición sobre columnade ácido silicico.
Se realizó con los siguientes componentesfenólicos: fenol, o-cre
sol, m-cresol, carvacrol, eugenol, isoeugenol; y sus mezclas: o-cre
sol-m-cresol; o-cresol-carvacrol; o-cresol-m-cresol-fenol.
Jsta técnica no es rápida y presenta inconvenientes en la resolución
ce mezclas.
lo fue aplicada a fracciones fenólicas de aceites esenciales.

III Qrgagtografia en fase gas-liquido.
bc la dividió en dos partes, según se consiaeraran:



a- Columnassimples (contienen un solo tipo de fase estacionaria).
b- Combinación de columnas (cada columna contiene fases estaciona

rias distintas)
En el primer caso se trabajó con columnas polares, comola de succi
nato poliester de di etilén ¿licol (col. "P"), pólipropilen glicol
(col. "R") y diacetato hexa isobutiiato de sacarosa (col. "SAIB");
y con columnas no polares comola ae grasa de silicona (col."0") y
Apiezón “L” (col."Q"). Las fases estacionarias se hallaban recubri
briendo soportes pulverulentos inertes, en una proporción de 10 %
en peso .
Los resultados tabulados a continuación se obtuvieron en condiciones
Operatorias previamente determinadas y los parámetros de retención
relativos, estaban referidos en touos los casos al fenol.

9922925125 Col."P" Col.SAIB Col."R" Cel."0" Col."Q“
renóliccfi 20000 20000 20000 17500 17000

fenol
o-cresol 0,96 1,17 1,13 1,40 1,50

ala. salicílico 0,55 0,76 0,65 1,55 2,00
mueresol 1,25 1,42 1,41 1,50 1.73
¿uayacol 0,84 1,02 0,91 1,71 2,22
omctil fenol 1,11 1,38 1,50 1,98 2,35
2,4 xilenol 1,26 1,39 1,54 2,18 2,70
2,6 xilenol 0,84 1,09 1,03 1,89 2,54
3,5 xilenol 1,67 1,95 2,04 2,41 2,95
p-etil fenol 1,58 1,94 2,02 2,29 2,74
3,4 xilenol 2,00 2,20 2,34 2,72 3,40
timol 1,50 2,40 2,66 3,54 4,97

carvacrol 1,67 2,55 2,82 4,63 5,35
cugenol 1,98 2,75 2,67 5,55 7,77
p-n-amil fenol 3,55 6,00 6,50 8,60 10.90
isoeugenol 3,40 4,30 4,35 8,15 14,40

Los datos presentados son los volúmnnes de retención relativos de
la cromatografía de cada compuesto puro. También se cromatografió la
mezcla total de los fenoles mencionados.

En el segundo caso, se hicieron combinaciones binarias, con las co
lumnas R,P y Q; y se estudiaron los resultados.



Aqui es interesante destacar la posibilidad de predecir los resul
tados de rolúmenes de retención relativos, aún cuando las condicio
nes operatorias de ambas columnas no coincidan, pues si bien los re
sultados experimentales no concuerdan con los calculados, el orden
de salida de los fenobes no altera.
De la comparación de los métodos utilizados en este estudio, se lle
ga a las siguientes conclusiones:
.—Tanto la cromatografía de adsorción comola de fase gas-liquido

proporcionan datos reproducibles y exactos, dentro de ciertos l
limites de error.

2- Ambosmétodos son rápidos de llevar a cabo y su poder de resolu
ción es evidente.

3- Los métodos pueden proporcionar una idea bastante acertada de la
complejidad de las muestras y en algunos casos los datos pueden
ser decisiVos, para una comfirmacién.

En resumen, tanto la cromatogiafia en fase gas-líquido comopor ad
sorción sobre placas de ácido silicico pueden ser aplicadas en el
análisis de los compuestosfenólic0s de los aceites esenciales; en
cambio, resulta poco recomendable la partición en columna e ácido
silicico hidratado. /,l

b.
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TEORIA DEL ANALISIS CROMATOGRAFICO

Qefiinigión y utilización. _
Cromatografía o análisis cromatográfico (11 es una técnica diferen
cia“ de migración en la que el.Ilujo del solvente o de gas hace que
los comppnentes de una mezcla migren diferencialmente a partir de
una angosta zona inicial en medio poroso y adsorbente. Esta técnica
(2) se comporta comouna adsorción fraccionada, que permite una se
paración completa de sustancias muysemejantes entre si en solución,
operando con cantidades muypequeñas. Se utiliza en lugar de la
destilación fraccionada para aquellas sustancias que son dificilmen
te voláïiles y que se descomponenal destilar.

CHOMATOGRAFIA DE ADSORCION

La cromatografía de adsorción tuvo sus origenes en la columna de
adsorción de Tswett y fue progresando hasta la adsorción de una fi
na capa adherida a una placa. Este procedimiento fue aplicado prime
ramente por N. A. Shrailer y M.S. Izmailev en 1.938; este trabajo
está en ruso pero su resumen es el siguiente: un método para el aná
lisis cromatográfico es elaborado, basándose en la observación de
que una gota de sustancia sobre una fina capa de adsorbente, se di
vide en zonas. Los resultados obtenidos por el método propuesto son
cualitativamente los mismos que aquellos obtenidos por el método de
análisis cromatográfico de adsorción usual.

Después de superarse los problemas técnicos del procedimiento y
habiéndose extendido su aplicación, el método ha ganado importancia
bajo la designación de"chromatostrips",“chromatoplate” y más recien
temente "Analytical Chromatography”.
I- ghromatostrirsá(3,4,5) en general se preparan recubriendo una
placa de vidrio con una pasta formada por:

a-adsorbente.
b-ligante.
o-agua.

Esta pasta se extiende sobre la placa en forma de capa de 0,5 mm.
de espesor (o menor, según convenga)y se las endurece secándolas.
Luego se colocan cerca del borde de la placa unos pocos microgra
mos de sustancia a invesfigar y se deja correr con un solvente.
Para su desarrollo ascendente, se las introduce en forma vertical
dentro de una cubeta convenientemente preparada y saturada con ,

¡ijwüfi'-4
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con el disolvente de modoque la parte inferior quede sumergida en
el líquido hasta aproximadamente 5 mm.de la sustancia. La rápida
capilaridad hace que la cromatografía dure muy poco tiempo (30
60 minutos).

Despuésdel desarrollo se señala el limite del disolvente y se
determina la posición de los componentes por medio de un reactivo
que produzca complejos coloreados.

IIe Factores que influyen_en_lg;scparagiónz
1- Grado de activación del adsorbente.
2- ¿spesor de la capa del adsorbente.
3- Solo se puede desarrollar un cromatoórama.

Los dos primeros factores pueden ser mantenidos constantes me
diante el uso de aparatos que producen capas de espesor conoci
do (6,7) y hacen que el secado de las mismas se efectúe en con
diciones standard.

III- phrogatpkggjes; El tercer inconveniente de los"chomatostrips"
fue obviado por Reitsema, quien usó"amplios chromatostrips"
o “chromatoplates“,sobre los cuales se puede desarrollar varios
cromatogramas en forma simultánea.
Las diferentes separaciones obtenidas sobre la mismaplaca

son estrictamente comparables y el adsorbente es distribuido
en forma más regular.

IV;wpyióaklgéiaéau19¡10,6,5,11 >
Se aplica este método en el exámene identificación de varios

compuestosen aceites esenciales:
1- Determinación de alconoles, cetonas y fenoles en aceites esen

ciales. (12).
2- Separación de dinitro fenil hidrazonas de aldehidos alifáticos.
3- Separación de fenoles.(14) (13
4- Separaciónfide azulenos.(6,15)
5- Estudios de peroxidos orgánicos y cumarinas.(16)

V- ¿gsorbgntes generalmente usados:
EL'adsoroente más usado en el campode los aceites esenciales

es el ácido silicico.'hste posee ademásde sus propiedades fisi
cas conocidas xdureza, inatacabiliaad) una ¿ran selectividad de
los componentesoxibenadcs. Esa selectividad puede ser explicada
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por un mecanismo de adsorción que implica formación de puentes H
entre el ácido silicico y el compuestoadsorbido. Por ejemplo,
Elder y Springer (17), consideran la estructura de 1a sílice-gel
c no. el grupo SÏÍ8H y suponen que la adsorción de los ácidos gra
scs se llevaria a cabo de la siguiente manera:

c¿.40---HO\C_R“leH_—ofi
Lo mismo ocurriría en el caso de que el compuesto adsorbido esté
fermado por moléculas que contengan átomos con doblete electró
nico libre (0,1), ygserían más o menos retenidas según su pola
ridad y su efecto estérico.

En general el ácido silicico es muyconveniente para el manejo
63 sustancias sensibles, pero en ciertos casos debe prefeiirse
¿nado silicicc parcialmente activado.(18).

VI- Solventes en cromatografía de adsorción:(19).
sono en todos los trabajos de cromatografía de adsorción deben

ser ccnsiderados;
' a- Propiedades del solvente.

b- Afinidad entre la sustancia y el adsorbente
Estos dos factores deben ser establecidos por medio de pruebas
preliminares.

Moseley, Le Rosen y Carlton (19) hicieron un estudio sobre los
solventes usados en cromatografía de adsorción y en él considera
ron sus estructuras y polaridades, relacionándolas con la de la
sustancia a cromatografiar .

En el caso de los aceites esenciales, las mezclas de solventes
más frecuentemente usadas y que han cado eXcelentes resultados,
son las de acetato de etilo al 10-20 % en benceno o hexano.

VI1- fantasma}, aéLodas
L a aceptación de la cromatografía de adsorción se basa en lo

siguiente:
1- negara en corto tiempo .(50-6b minutos)
25 be obtienen mejores separaciones que con cromatografía en colune

na.
3- Facilita 1a detección de las sustancias, pués se pueden emplear

agentes revelantes más agresivos y temperaturas por sobre el
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nivel normal. _

4- La reproducibilidad de los valores de Rf son del orden de ÏC,C5
5- La cantidad de muestra oscila aproximadamente en Soya.

A pesar de estas conveniencias y considerando la excelente preciw
sión, este método np permite la formal identificación de los com
ponentes de los aceites esenciales sobre una base de los valores
de nf solamente, aún cuando estos sean determinados utilizando
varios solventes.

Esta es una razón por la que miller y hirchner (8) han prepa
rado los derivados de algunas sustancias antes de cromatografía:
Estos nuevos productos permiten una determinación más cierta
en la caracterización de las sustancias iniciales.
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CROMATOGRAFIA.SOBRE COLUMNA

I- Generalidades.'
Este métodooromatográficc es utilizado para el análisis cuali

tativo, cuantitativo y aún para separaciones de muypequeñas can
tidades de material.
Esta cromatografía puede ser:

a- de adsorción (fases sólido-liquido).
b- de partición(emtre dos liquidos).
c- de intercambio iónico.

Consideraremos solamente a- y b-.
En general el procediminnto involucra las siguientes operaciones
principales:
1» Preparación en un solvente convenieme, de una solución de la

muestra a investigarse .
2- Pasaje de esta solución a través de la columna que contiene un

adsorbente en pclvo.(éste puede estar impregnadopor otro lí
quido: cromatografía de partición, o puede estar solo: croma
tografía de adsorción).

3- Desarrollo del cromatograma mediante un solvente que puede o
no ser el mismoque el que se usó para la preparación de la
solución de la muestra.

4- Separación de lbs distintos componentes de la muestra, por me
dio de un método apropiado.
La separación se llevará a cabo, si los constituyentes de la
mezcla tienen distinta adsorción o coeficiente de distribución
y, por consiguiente poca movilidad,

II- Cromatografía de adsorción.f
Este método consiste en la adsorción de un soluto sobre el sóli
do activo (fase fija), empaquetado previamente en un tubo.

La isomería estructural o esteroisomeria no da origen a una
gran diferencia entre los poderes de separación tanto en la cro
matografia de adsorción comoen la de partición; pero no se ha
podido dejar de observar que existen ciertas reglas generales
que relacionan ia adsorbabilidad de lc.-compuestos orgánicos
con la estructura de sus moléculas y asimismo, que la presen
cia de grupos polares favorece la adsoción. Sin embargo se ha com
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probado que no es posible separar todos los compuestos orgáni
cos según sus categorias estructurales por medio de métodos CTOP:
matográficos, porque la adsorbabilidad varia con el tamaño de
la molécula; las moléculas grandes son usualmente menos adsor
bidas que las pequeñas de la misma clase. También ocurren va
riaciones en la adsorbabilidad con la alteración de la polari
dad de los grupos sustituyentes y de sus posiciones en la mo
lécula .

Una excepción es la doble ligadura aislada, cuya influencia
es mayor en la adsorción que en la partición. Se ha observado
que las series homólogas de compuestos orgánicos no saturados
revelan una mayor adsorbabilidad con el aumento del número
de dobles ligaduras.

III—Cromatgsaaáíïdanamrti ciáru
¿l métodode partición cromatográfica consiste en la partio

ción de un soluto entre dos solventes inmiscibles, uno de los
cuales es inmovilizado al adsorberse en el sólido inerte .
El sólido inerte y el disolvente móvil (fase fija) se empaque
tan en forma conveniente en un tubo; la muestra a investigarse
se coloca sobre la columna y se hace pasar el disolvente móvil
(fase móvil) a través de la misma. En la columna el soluto
es partido entre los dos disolventes dd acuerdo al coeficiente
de partición, y pasará (ocupando una pequeña zona) a través de
ella hasta emerger por el fondo.

En la gran mayoria de los casos, la cromatografía de parti
ción involucra la adsorción. '

lV- ¿ase fija:
un orgánica las separaciones cromatográficas se hacen sobre

carbono, óxido de aluminio, hidroxido de calcio, carbonato de
calcio, magnesia, silica-gel, etcc comotambién sobre charcoal
en medio acuoso.

Es nesesario distinguir entre los adsorbemtes polares (char
coal) donde la molécula no disociada es adsorbida y los adsor
bentes tales comooxgdps y sgges cuyas fuerzaspolares actúan
entre soluto y solventes.

Idealnente, un adsorbente deberia reunir las siguientes con-‘
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diciones:
1- Retener cantidades relativamente grandes de las sustancias

a ser resueltas que serían llevadas a través de la columna
con nuevas porciones de disolvente, para permitir el desa 
rrolloael cromatograma .
Las sustancias adsorbidas deberian ser eluidas completamen
te por solventes polares.

3- Lo deben descomponer a los compuestos adsorbidos ni a cual
quiera de los disolventes usados.

4- No deben disolverse en ninguno de esos disolventes.
5- Debe ser preferiblemente blanco.
6- El tamañode sus particulas debe permiti! una filtración

relativamente rápida y uniforme.
Jn general la capacidad de adsorción de cualquier<adsor4

adsorbente depende del método de su preparación, y en al
gunos casos puede variar completamente su comportamianto
dd acuerdo al tratamiento preliminar que le ha sido apli
cado.

La eficiencia del adsorbente también varia con los dis
tintos disolventes?

Püpimtwilflïffiüï
ho hay una distinción neta entre un disolvente y un eluyen

te pués hay muchos casos que el mismolíquido sirve tan satis
factoriamente para disolvente comopara eluyente en otras.
Sin embargose puedenconsiderar las siguientes caracteristicas
para su diferenciación:
Qisplyenjes: son líquidos no polares que disuelven más facil
mente.
Elgïggïgg: son líquidos polares que eliminan las sustancias
adsorbidas.
Por lo general se emplean mezclas, pero para trabajos experi
mentales es mejor utilizar disolventes puros a fin de lograr
más alto grado de precisión

VI- Consideraciones sobre el empleo de la cromatogragja de adsgr;
ción_x partición:

Los siguientes puntos deben ser considerados para decidir
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sobre el empleo de adsorcióñ o partición.
1

2..

Las sustancias fuertemente polares con grupos -COOH,-0H,etc.
son convenientes para la cromatografía de adsorción solamen
te si se forman sus ésteres o cuando es usado un adsorbente
débil.
Considerar si las sustancias cuando estan adsorbidas, son
más sensibles a la oxidación o a la luz.

Estas limitaciones neise aplican a la cromatografía de par
tición, pero sin embargo, la cromatografía de adsorción tie
ne la ventaja de ser más fácil de llevar a cabo, así como
también más rápida que la de partición, ésta última requiere
por lo general de 10 a 30 veces el volumen de una columna de
adsorción para un mismopeso de material.

Para hacer una diferencia entre los dos métodos se deben
considerar:

1- Polaridad y labilidad de las sustancias.
2- Poder de separación.
3- Considerar el tiempo y material requerido.
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ChOLATOGhAFIA EE_ FASE GASEOSA

Conceptos Fundamentales: (24,25,26).
La cromatografía gaseosa comprende todos los métodos cromato

gráficos en los cuales la fase móvil es un gas.
Se deben distinguir;
1- Qrgmatografia liquidofgaseosa: que comprende todos los méto

dos en los que la fase estacionaria es un liquido distribui
do sobre un soporte sólido.
La separación se lleva a cabo por partición de los componen
tes de la muestra entre las fases liquida (fija) y gaseosa
(móvil).
Cromatografía sólido-gaseosa: que comprende todos los métodos
cromatográficos gaseosos en los cuales la fase estacionaria
es un sólido activo (charcoal, molecular sieves).
La separación se lleva a cabo por adsorción de los componen
tes de la muestra sobre la fase fija.

Egorias dg‘gngggmajografia gaseosa: (20)
Teorias Difusionales

Estas teorias se basan en la transmisión de masa de los com
puestos a separar y consideran que la yelgciggd neta_del pro
ceso es determinado por los siguientes mecanismos:

a- difusión.
b- flujo.
c- reacción o sorción quimica ah la fase fija.

Vermueleny Heister resolvieron las ecuaciones para los tres
casos, pero más tarde Wilson y De Vault estudiaron nuevamente el
tercer punto, considerando que la sorción y reacción son infini
tamente rápidas y el equilibrio se establece instantáneamente.

Teoria de la sección de equilibrio
En 1.941

Wilson y desarrollaron otra para partición cromatográficaen '
Martin y Synge consideraron limitada la teoria

liquida,usando el concepto de destilación.
Ellos supusieron que el equilibrio no es obtenido en ningún pun
to particular de la columna,,pero ocurre en una sección finita
de la misma. A esta sección la llamaron "altura equivalente a
un plato teórico" (HETP)y la definieron como “el segmento.de-Éa
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lumna tal que la solución que lo abandona está.nn equilibrio
n la concentración promediodel soluto en la fase fija, en
cho segmento“.
Luegode una serie de consideraciones y análisis de la teoria
ra partición cromat05ráfica en fase gaseosa, siempre conside

rando el concepto de sección de equilibrio se establecieron las
si
1

-d
un

guientes Suposiciones de la teoria:
El equilibrio entre las fases móvil y fiJa es obtenido en
cada tramo o sección de
gún punto particular de
La altura equivalente a un plato teórico (definida anterior

la columna, aunque no existe en nin
la misma .

mente ) es constante a lo largo de la columna.
El coeficiente de distribución o coeficiente de partición de
finido como“la relación de pesos de soluto distribuidos en
la unidad de volumen de fase fija y móvil respectivamente"
es constante en toda la columna.
La difusión en una sola fase es despreciable a lo largo de la
columna .
La muestra inicial es cargada en forma tal, que la carga ini
cial es contenida en el primer plato de la columna.
Esta teoáa y su desarrollo matemático solo pueden ser aplica

os en aquellos casos en que la separación no está dominada por
a falta de equilibrio entre fases.

III- Egyginología para cromatografía gaseosa: (21,22,23)
1ro

2do

lmrato .
Inyector de la_muestra: es el aparato por medio del cual una
muestra liquida o gaseosa es introducida dentro de la columna.
Columna. _
yglumen sélidg: es el volumen de columna ocupado por el soporte
sólido o liquido activo.
yglumen liquido: es el volumen de la columna ocupado por la
fase liquidar

Wi

dl
wl: peso del liquido en la columna.

v1=_

dl: densidad del liquido a la temperatura de la columna.
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Volumenintersticial: volumen de la columna ng ocupado por la
fase liquida y su soporte sólido.o por el sólido activo.

5ro- Qetector: esoel aparato que mide el cambio de la composición

4to

5to

del efluyente.
Puede ser:

a- diferencial: mide instantáneamente la concentración
b- integral: mide continuamente la muestra acumulada

desde que comienza el análisis.
Reactivos.
Gas portador o eluyente; es un gas que se utiliza para eluir
la muestra cuando pasa a través de la columna (fase móvil).
Fase liguida: es un liquido, relativamente no volátil a la tem
peratura de 1a columna, que está adsorbido por el soporte sóli
do y actúa comodisolvente para los componentes de la muestra.
Soporte sólido: es normalmente un sólido poroso inerte que
está cubierto por la fase líquida.
El tamañode la partícula afecta:

a- la eficiencia de la_columna.
b- la presión diferencial necesaria para lograr una

dada velocidad de flujo.
gélido activo: es un sólido poroso con propiedades adsorbentes
por medio de las que lleva a cabo las separaciones cromato
gráficas.
Fase estacionaria: en cromatografía liquido-gaseosa la fase
estacionaria comprendesolamente al liquido; y en cromatogra
fía sólido-gaseosa es el sólido activo.
Begistrador del cromatograma.
Cromatograma: es una propiedad física del gas que sale por la
columna, medida y registrada, que da comoresultado una grá
fica.
Por lo general, es la proyección del detector que determina
un gráfico en función del tiempo o del volumen del gas por
tador.

Ejemplos de cromatogramas ideales:
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Cromatogramas obtenidos por:

1—DETECTOR DIFERENCIAL

Linea beggj porción de cromatograma registrado cuando solamente
el gas portador emerge de la columna .
gigg; porción de cromatograma'registrddo por el detector en el
momentoque emerge un componente de la muestra en 1a parte ter
minal de la columna.
Si la separación es incompleta, pueden aparecer dos o más com
ponentes en un mismo pico.
gp: base del pico.
Area del pico : es- el área encerrada entre el pico y la línea
base.del mismo.
EQ; altura del pico.
EQ: ancho del pico. .
g_; ancho del pico a la altura media.
Cuandoel componente de la muestra pasa a través del detector
se obtiene una curva sigmoidea y la línea base es desplazada
a la nueva posición. Este cambio es conocido como "escalón"
y la diferencia en la altura de las dos líneas bases (LK) se
denomina"altura del escalón".
Earámetros de Retención.

yolumen de retención: (no corregido) VR: es el volumen de gas
requerido para eluir el componenteestudiado.
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fin: tiegpp de retención: tiempo que tarda en emerger el máximo
del pico después de la inyección de la muestra.
FC: velocidad del flujo volumétrico de gas carrier medido a la
presión de salida y a la temperatura de la columna.
VP, tR corresponden a 0B en la figura 1.

Ynggggrgggrtg¿_sz es el volumen de retención no corregido ‘
Ce una muestra no adsorbida y representa el volumen de gas por
tador requerido para transportar tal muestra desde el punto de
inyección hasta el punta de detección a la presión de salida
de la columna.
¡sto incluye contribuciones debidas al volumenintersticial de
laicolumna y al volumenefectivo del inyector de la muestra
y el detector.
hMïïLe ÏÜEECLÓEJJEEELÓ-QïAB=Vfi

VR: Vu ' VM=AB

{olymen de retención corregido: V:
o

VR

está afectada por:
=j .VRa J'OD

a- volumen de la muestra.
b- detector.
c- volumenintersticial.

j.? factor de corrección_igl gradiente de presión para una col
lumna llena homogeneamentey de diámetro constante.

—. . 2

. 3 '(“lfpo) _ 13 =’É" '5'7"?-"-‘
(LI/Lo))— 1

H
p. y p, : presiones de entrada y salida de la columna.
Ü
a.)

1

e usa j cuando la fase gaseosa móvil es compresible.
gl men de retención neto: Vb

u I . .
VN— J.VR —J.ÁL

[glumen de retención específico: Vg: es el volumen de retención
o .,neto a O C por gramo de fase líquida.

1‘] _ _
Vg=;.1ï_- 2.7.2

w
I l
on zelggiga¿ r: e ta dado considerando un componaztc
I.
U

_,_ ..2")ue. Cl
Raya' ‘.L1;L'.-.LÍ o
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r ._ Vg‘ VN1 VR1 = V31
1’S vgs VNs vRs H Rs

Las medidas de retención relativa a partir del punto de inyec
ción pueden ser consideradas independientes de las dimensiones
de la columna, solo Sii

Vm <31VR1 ’ VHS

Si las condiciones operatorias son constantes e idénticas para
los componentesconsiderados y el standart, la determinación
de r_se simplifica quedandoreducida a la relación de las dis
tancias correspondientes a los volúmenesde retención ajustados.
Efectos de la temperatura: Si para una dada sustancia, se tie
nen datos de Vg en condiciones operatorias tales que solo varíe
la temperatura de operacións se ha encontrado experimentalmente
que la representación de log Vg = f(1/Tc) es aproximadamente
lineal.
La variación de Vg puede ser expresada por medio de la ecuación
de Antoine:

log Vg = A + B
t + C

t: temperatura de la columna en oC.
A,B,C: son constantes.
Se utiliza esta relación para interpolaciones .
Detalles experimentales:

Las siguientes variables experimentales que deben ser publica
das en cualquier serie de resultados, son:
1- Naturaleza y rango del tamaño de las particulas del soporte

sólido.
2- Naturaleza, concentración y cantidad de fase líquida en la

columna.
3- Tamaño de la muestra.
4- Dimensiones de la columna (longitud y diámetro interno)
á- Presiones de entrada y salida de la columna.
6- Velocidad del flujo del gas portador y método de medición.
7- Temperatura de la columna.
6- Detector:
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a- tipo de elemento sensible.
b- geometria de la celda.
c- volumen de la celda.
d- tiempo registrado.

Espas
Los siguientes hechos pueden afectar los parámetros de retención
y aún la forma del pico causando errores, a menos que estén corre
gidos para:

a- tamaño de la muestra.
b- método de inyeccion.
c- volumen muerto del detector.

Consideracioneswexperimentales¿
La velocidad de flujo Ec debe ser dada a la temperatura y presión
de salida de la columna, pués generalmente son medidas a tempera
tura ambiente.
Deben ser hechas
1

2.5..

por consiguiente, las correcciones convenientes:
Si se usa un medidog;ge flujc capilar , se debe considerar el
gradiente de presión a través del medidor.
Si se usa un medidor de flujo húmedo, se debe tener en cuenta.

O sea si:
E: es la velocidad de flujo de gas saturado, determinado a la
presión p del medidor de flujo .
pw: presión del vapor de agua a la temperatura del medidor del
flujo.
pm’

la presión de vapor del agua.

presiín parcial del gas portador.
Por consiguiente

El gas portador entraría a la columnaa la temperatura de ésta;
la muestra seria vaporizada muyrápidamente sobre la inyección
para evitar inconvenientes de eficiencia y resolución.
En mediciones absolutas debe ser tomada en cuenta la tempera
tura de operación de la columna, determinando la “vida” de la
misma antes que ocurra un cambio significativo en el peso del
liquido en la columna, wl.
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CROMATOGRAFIA QEgADSORCION

Preparación de la placa adsorbente
'A- Tipo de placa utilizada: La placa es de vidrio de aproximadamente

3 mm. de espesor, por 20 cm; de largo y por 10 cm. de ancho.
Debe tener un espesor uniforme tanto en el centro comoen los bor
des, a fin de que la capa adsorbente también lo sea.
Ergparación de la mezcla adsorbente: (27)
Drogasutilizadas:
- 30 gr. de ácido silicico de 200 mallas (marca INKHEM‘
- 3 gr. de almidón de arroz (el tipo de almidón es importante)
- 54 ml. de agua destilada.
Técnica:

A una mezcla de 30 gr. de ácido silicico con 3 gr. de al
midón se agregan 54 ml. de agua. Se mezcla cuidadosamente y luego
se calienta aproximadamente a 85°C por dos o tres minutos, a baño
María hasta que se cbserva un espesamientc gelatinoso,
Es importante observar esos detalles para evitar el posible
"cracking" de las capas al secarse. Comoal secarse la pasta se
espesa aún más, se agregan algunos mililitros más de agua (3 a 10
ml.) y se homogeiniza bien la masa.
Egcubrimiento de las placas.

La placa limpia y seca se COLocaentre dos bandas de vidrio, de
espesor mayor de 0,5 mm.respecto a la utilizada comoplaca, y se
extiende la mezcla adsorbente sobre ésta mediante una espátula.
Usando las bandas como soporte, se pasa una regla metálica o de
vidrio esmerilado bien liso. La placa queda recubierta queda re
cubierta con una capa de 0,5 mm. de espesor de mezcla adsorbente.
Precauciones.
1- No demorar en la operación de extensión de la mezcla adsorben

te para evitar que se espese irregularmente en distintos luga
res.
Antes de extender la mezcla, verterla en otro vaso de ppdos.
limpio para evitar que los pequeños grumos endurecidos adheri
dos a las paredes del primer vaso sean arrastrados por la mez
cla e inutilicen la placa.

3- Agitar la placa hacia los lados para distribuir el film líqui
do en forma regular.
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Teniendo en cuenta estos pequeños detalles, se obtinnzuna capa
rfectamente uniforme y de espesor constante.

E- Secado de la placa.
Después de secar parcialmente la placa sobre un plano horizontal
Se la introduce en una estufa cuya temperatura se mantiene cons

105- 11000, durante 30 minutos.
En esas condiciones, la capa dc adsorbente se obtiene blanca,

atante

sin rajaduras y suficientemente dura comopara prder marcar con
un lápiz.
Activación:
Lalplaca,aún caliente y sobre HOK,se la somete al vacio de 0,5

Luego se rompe el vaa 1 durante dos horas.
cio con aire seco y sin pérdida de tiempo se depositan las sus

mm. de mercurio,

tancias a cromatografiar.
lara no desactivar el adsorbente es conveniente que no trans«(fi
curran más de 10 minutos entre sacarla del vacio e introducir
la a la cubeta.,
Preparación de los cromatogramas
Cada placa tiene capacidad para tres cromatografias independien

2tes, separadas entre si por cm.
Solamente la zona central de las placas dan resultados rigurosa
mente comparables, pués la capa de sílice se hace progresivamen?
te más fina en los bordes. Este defecto es debido a la formación
del menisco de la mezcla almidonada, y sería una pequeña desven
taja para un trabajo más general con chromatoplates. Sobre las
zonas marginales se ha observado solamente un pequeño aumento
en los valores de Rf.
Para la distribución más uniforme de las capas de adsorbente, se
utiliza un aparato especial que normalmentese lo destina para
la producción de finas capas dc pintura.
Este instrumento consiste en un cuchillo de acero ajustado pre
viamente a una altura conveniente por sobre la placa de vidrio.
Se coloca la mezcla almidonada sobre la placa y el cuchillo se
mueve entonces a lo largo de ésta, eliminando el exceso de pas
ta y formando una capa de espesor constante . De esta forma el
efecto de borde desaparece, excepto en sus bordes extremos.



Hi

J_ Disglyentes

Marcado de las_ylacas.
Las marcas se hacen sobre el chromatoplate bien seco sobre una

linea situada a unos 30 mm. de la base y a unos 25 mm. de los
bordes laterales, antes de ser sometidas al vacío.
Qggarrollo¿

El desarrollo completo del chromatoplate llevó aproximadamente
de 1 a 2 horas en nuestro caso. El flujo del solvente es muyrá
pido inicialmente haciéndose más lento después que han sido cu
biertos los primeros 8 cm.

Cuandoel frente del solvente ha corrido unos 15 cm., se retira
la placa de la cubeta marcando de inmediato dicho frente y se de
¿a secar el chromatoplate al aire.

para desarrollo.
Comcdisolvente en la cronatograiía se usó una mezcla binaria

de 32%acetato de etilo en “deente 7, Shell" (fracción de petró
leo destilada entre 61- 6900 con aproximadamente 3%de hidrocar
buros aromáticos).
¿ciegam

La placa ya cromatografiada, se somete a la pulverización con
p-nitroanilina diazotada, preparada según el métodode urignard:
(28).

Se dispersa 0,15 moles de amina empastada con 50 cm? de solu
ción de HGl 22°Bé, en 150 cm? de solución acuosa de hUl 12761
a los que se agregan 200 gr. de hielo; entonces se agrega de
una sola vez 0,15 moles de NOZNaen solución acuosa 15% ,
agitando hasta obtener una solución clara.

Cantidades utilizadas:
2,07 gr. p-nitroanilina diazotada.
5,00 cm. ácido clorhídrico 22°Bé.

15,00 cm. ácido clorhídrico 12%.
20,00 gr. hhielo.
1,19 gr. nitrito de sodio.

Preyarado el reactivo, es necesario neutralizarlo y diluirlo para
su utilización, pués de lo contrario manchala placa, haciendo
imposible la distinción de las manchas.
Para obtener la neutralización y dilución correctas, se ¿robaron
soluciones que contenían distintas concentraciones de reactivo.
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Se llegó al siguiente procedimiento, que dió los resultados más

satisfactorios:

A 2 cm? de p-nitroanilina diazotada, se agregan 4 cm? de solu
ción acuosa 25%de acetato de sodio como buffer, y a la mezcla
se la diluye con 90 cm. de agua destilada, cuya temperatura os
cile entre 2 y 3 OC.
Esta solución se agita y luego se neutraliza con solución acuosa
5%de CO3Na2(solo se requieren algunas gotas) controlando el
pH con"papel universal", hasta la obtención de un pH aproxima
damente igual a 7.
La solución neutralizada se puede conservar perfectamente, por
algunas semanas, si se la mantiene a una temperatura cercana
al o°c.

L- hesultados.
A continuación, se detalla la tabla de los valores de Rf obte

nidos de los fenoles puros estudiados.
Las condiciones de operación son las siguientes:

Solvgntgi acetato de etilo al 30%, en "Solvente 7, Shell”
Tiempo de desarrollo: aproximadamente 2 horas.
Erente del solvente: en todos los casos corrió aproximadamente

15 cm. a partir de la base marcada.
Reactivo: p-nitroanilina diazotada.
Concentración de fenoles en solución etérea: 1%en peso; se a

aplicaron 5 gotas en cada caso.

Los datos fueron seleccionados obteniéndose variaciones deÏO'03
en los valores de Rf o sea, dichos datos son perfectamente com
parables.

Referencias correspondientes a la TABLAI
(1) hfc. relación de frente central. El valor está definido co
mo la relación de la distancia al punto medio de la mancha y
la distancia recorrida por el frente del solvente.

(2) Rfs; relación de frente superior. Es 1a distancia recorrida
por la parte superior de la manchay el frente del solvente.

(3) Rfr: relación de frente delativa. Son los valores obtenidos
dividiendo el hfc(o kfs) del compuesto fenólico por el Lfc
(o Lfs) del fenol respectivamente.
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TAJLA I

COMlULSTOS ' ' .Ra . 100 R . 100 R u COLOR .
FENOLICUS 1° fs fr ’

fendl 47 54 1,00 amarillo-pálido

floroglucina ---— ---- ---- amarillo
anaranjado

resorcina 10 ---- 0,21 anaranjado

vainillina 15 17 i 0,32 pardo Í
(3-metoxi 4-hidroxi
benzaldehido)

guayacol 42 49 0,90 anaranjado
(2-metoxi fenol) parduzoo

4
eugenol 47 53 0,99 pardo

(2-metoxi 4-alil violado
fenol)

isoougenol 48 55 1,01 pardo pálid
(2-metoxi 4-propenil (aureola
fenol) rosada)

m-cresol 50 57 1,06 amarillo
(B-metil fenol) i anaranjadc

l
3,4 xilenol 50 57 [7 1,06 pardo

(3,4 di metil fenol)

3,5 xilenol 50 57 1,06 pardo pálido(3,5 di metil fenol)

p-n-amil fenol 52 59 1,10 anaranjado
parduzco

o-cresol 53 61 1,13 anaranjado
(2-metil fenol)

L——

p-etil fenol 55 63 1,17 amarillo
k parduzcoj

2,4 xilenol 56 i 64 1,19 Pardo-rojizo(2,4 di metil fenol) g

o-etil fenol 58 i 66 1,23 amarilloverdoso L



COMPUJSTOS

EELOLICOS
fs. COLOR

VC

R
fio)

A-L

r——.

¿,6
(2,6

Xilenol 58 67 1,24 I am rillodi metil fenol)

K2-hi
aldehido salicilioo

benzaldehido)

58 67 pardo pálidc
droxi

)_—_
timol

(2-isopr0pil S-metil
fenol

marilln
(aureola

parda

64 73

carvacrol
KZ-metil S-isopropil

fenol)
70 80 amarillo

M- Di scusión.
Comparandolos valores de Rf indicados en la tabla anterior, SG

puede observar.
1

2

Los polifenoles se alejan poco del lugar de aplicación. (La
floroglucina permanecesobre la base).
La vainillina se aleja poco de la base, posiblemente debido al
grupo -CHOque permitiría, de acuerdo a la teoria, una mayor
retención.
Los compuestos fenólicos sustituidos en grtg_por un metoxilo
(guayacol, eugenol, isoeu5enol) presentan valores de Rf muy
cercanos al del fenol.
Los fenoles meta alquil sustituidos (m-cresol;3,4 y 3,5 xileno
les) tienen un mismovalor de Rf.
Lospara alquil sustituidos (p-n-amil fenol y p-etil fenol)
presentan valores de Rf un poco mayores que los anteriormente
mencionados. Una excepsión es el o-cresol, cuyo valor se encuen
tra entre ambospara sustituidos.
Los valores más elevados de Rf han sido obtenidos por los orto
alquil sustituidos.
Los valores de Rf correspondientes al timol y carvacrol son jus
tamente los opuestos a los que podian eap:esarse según el impe
dimento estérico que presentan.
Los fencles con sustituyentes alquilicos de mayor punto de ebu
llición (no los orto metoxilados) presentan Rf mayor que el fenol
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Resolución de mezclas

A continuación se considerarán las mezclas de componentes puros que
fueron resueltas en las condiciones operatorias ya mencionadas. Los
Rf en las mezclas son los de cada sustancia al estado puro con varia
ciones de 4 unidades en ¿eneral.
La proporción de las sustancias en cada mezcla es por partes iguales

TABLA II

Clase de mezclas: Mezclas Separacións

Binaria resorcina - floroglucina total
carvacrol - o-cresol total
carvacrol - timol no separan
carvacrol —eugenol total
eugenol - m-cresol total
eugenol - guayacol parcial
eugenol - isoeugenol no separan
isoeugenol - guayacol parcial
fenol - eugenol superpuestas
fenol - timol total
fenol - o-cresol total
o-cresol - guayacol total
o-cresol —timol total
m-cresol - timol total
m-cresol - o-cresol parcial

Cuaternaria timol —o-cresol - eugenol - fenol total

¿answer?

También se cromatografió la mezcla siguiente, de 10 componentes
puros: fenol, eugenol, m-cresol, 3,4 xilenol, 3,5 xilenol, p-n-amil
fenol, p-etil fenol, 2,4 xilenol, o-etil fenol y 2,6 xilenol.
El resultado de esta experiencia fue negativo, ya que solo aparecie
ron tres manchas confusas superpuestas, haciendo imposible 1a iden
tificación de cualquier componentecon exactitud.
Valores obtenidos:

ggggi III



DABLA Lg;

mancha número: nfc.1oo Color
1 53 amarillo
2 47 Pardo
3 40 amarillo
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Cromatografía de adsorción bidimensional

sobre placa de ácido silicico
Se utilizó esta técnica para probar la separación de los isómeros:
eugenol - isoeugenol.
Las placas que se usaron eran cuadrados de unos 31mm de espesor y
16 cm. de lado. “H'
La preparación de la mezcla adsorbente comoel recubrimiento de las
placas se llevó a cabo de la misma forma que en la cromatografía
monodimensicnal; pero las condiciones de operación variaron, pues
se probaron distintas mezclas de disolventes de corrimiento.
En este caso las sustancias fenólicas se colocaron en la intersecciéi
de dos lineas paralelas a dos bordes consecutivos, trazadas a 25 mm.
de cada uno de los mismos.
El primer corrimiento se hizo siguiendo la dirección de una de esas
rectas, y el segundo en su dirección perpendicular. _
Los Rf fueron calculados proyectando la parte superior y punto medio
de la mancha sobre cada una de las lineas trazadas, y dividiendo es
tas distancias por el frente del solvente utilizado en el primero o
segundo corrimientos respectivamente,
Los resultados fueron los siguientes:

Cromatografía de la mezcla: eugenol - isoeugenol

Ej Disolventes de corrimiento: Rfc. Rfs. Resultados
.100 .100

A- i: 30%acetato de etilo en éter de. I O
petroleo.60-70 . no separan

2: 20%éter etílico en éter de pe

L tróleo 60-700. 30 39
B- 1: 30%acetato de etilo en éter de

petróleo 60-700. 65 70
23 Bowacetato de etilo en éter de no separan

petróleo 60-700. 47 53

Estos valores de Rf coincidían con los valores del isoeugenol puro,
obtenidos por cromatografía monodimensional en las mismas condiciones
Operatorias y superaban en 4 unidades a los kf del eugenol obtenidos
en iguales condiciones.
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Resolución de aceites esenciales

La tabla IV, dada a continuación presenta los resultados de la cro
matografía de los aceites esenciales.
En cada ensayo se detalla el Rf de la mancha, su color e intensidad.
Estos resultados dan una idea general acerca del número de Íenoles
que contiene la fracción fenómica de la esencia.
Las condiciones de operación en este caso fueron las siguientes:
S- figlxgntg: 30%‘acetato de etilo en éter de petróleo 60-700.

Frente del solvente: aproximadamente 15 cm.
Reactivos p-nitro anilina diazotada.
Eracción fenólica: solución etérea concentrada.

TABLA IV _

ESENCIA: Lfs COLOR INTJHSIDAD F

Esencia de Jarilla 0,69 amarillo parduzco tenue
0,51 rojo (aureola amarilla) nítida

0,39 anaranjado amarillento tenue E
0,96 rosada muy tenue E
0,11 cardo pálido (banda) 2

“fi
Schinus Molle 0,59 pardo ¡ nítida í

0,35 amarillo.rojizo i nítida

Yerba Mate 6,90 amarillo rosado nítida
0,81 rojo nítida i
0,73 anaranjado amarillo nítida í
0,66 anaranjado rojizo nítida Í
0,42 rojo nítida g
0,37 amarillo rojizo Frente de baá

base pardo oscura. da. l
l

Haplopappus 0,60 anaranjado
(hojas) — . , _0,98 amarillo Mancnas

0,23 anaranjado difusas
base pardo anaranjado
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ESENCIA: Rfs COLOR INTENSIDAD

Bracteolatus 0,79 pardo nítida
0,65 amarillo rosado nítida
0,52 amarillo rosado nítida,comiEm
0,27 anaranjado za 1a banda
base pardo con manchas

cwfiusas.

Senecio Neacm 0,76 amarillo parduzco nítida
0,73 rosado pálido nítida
0,65 amarillo oscuro nítida
0,51 amarillo parduzco 1 Comienza b ía:
0,43 amarillo pálido muyténue'
0,42 rosado a
0,34 rojo
0,26 amarillo difuso manchas
0,26 amarillo anaranjado difusas
0,17 rosado
base pardo pálido 

Paramela 0,75 violado posible l(aureola amarilla) superposicion
0,56 amarillo parduzco nítida
0,15 amarillo nítida
0,08 anaranjado nítida

2- Solvente: 20#'éter etílico -40Á¿benceno- 40%éter de petrgleo0-7
Frente del solvente: aproximadamente 15 cm.
Reactivo: p-nitro anilina diazotada.
Fracción fenélica :

Bgferencias de la TABLAV:
(a)- Las manchas de color blanco aparecieron cuando ae pulverizó la

placa con alumbre férrico, después que ya habían sido reveladas
las demásmanchas con p-nitro anilina diazotada.

(b)- La mancha apareció a los 20 minutos de haber sido revelada la
placa con el reactivo utilizado y el alumbra férríco.

solución etérea concentrada.

0°.
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TABLA V

ESENCIA: Hrs COLOR INTENSIDAD

Yerba Mate 0,68 rosado banda con va
0,63 rosado anaranjado riación de
0,57 anaranjado amarillo tonalidades.
0,53 amarillo anaranjado
base pardo oscuro

Senecio Neaci 0,64 pardo pálido muy tenue
(a) 0,57 blanco muy tenue

0,50 amarillo nítida
0,16 rosado nítida
0,13 amarillo nítida
base pardo muy oscuro

Schinus Molle 0,74 amarillo parduzco nítida
(a) 0,67 blanco tenue
(a) 0,57 blanco tenue

0,53' amarillo nítida
(b) 0,46 pardo pálido nítida

0,14 amarillo nítida
0,08 rosado - banda hasta
base pardo _ la base.

N- Conclusiones.
En la primera parte de este trabajo se ha procurado establecer

una técnica que permita la resolución cromatográfica de los aceih
tes esenciales.

Debidoa las características tan complejas de la constitución
de los aceites esenciales, es dificil hacer uña cromatografía dir
recta de la esencia, pero sí es posible separar las distintas frac
ciones: carbonílica:, terpénica, ácida, fenólica, etc. y cromato
grafiarlas por separado.

En este caso se ha adoptado la técnica del “chromatoplate”, ya
empleada para resolver los componentes de las esencias, y se la ha
adaptado a la cromatografía de la fracción fenólica de los aceites
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esenciales,

La técnica, en primer lugar puso a punto con componentes puros
pasandose luego a la resolución exitosa en casi todos los casos,
de mezclas de dos, cuatro y diez componentes. La resolución se
vió impedida, en algunas ocasiones por la coincidencia de Rf de
los compuestos fenólicos, que por lo general presentaban una es
tructura semejante; pero en el caso de loa aceites esenciales
da una valiosa idea de la complehidadde la fracción considerada

Asimismose deben destacar las ventajas que proporcionan su
rapidez y su alto poder dé resolución, evidenciado en los numer
rosos componentes revelados.

Si bien no se puede considerar que sea una técnica definitiva
para una mezcla complicada, su uso puede ser de gran utilidad
en el aaso de una confirmación y una guía de considerable valor
en el análisis de los aceites esenciales.
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CROMATOGKAFIADE manero};

53ng COLUMNADE ACIDO SILICIGO

#1569519.1. ruegan: 121%,.
1’ ABEEÉÉQ'

El aparato cromatográfico usado, estaba formado por una columna
de vidrio de 2 cm. de diámetro interno y 25 cm. de longitud.
En 1a parte superior tenía ajustada una placa porosa cuyo fin era
sostener al soporte sólido y en su parte superior, por medio de
una unión esmerilada, estaba conectado a un tubo en‘YQ
Uno de los brazos de este tubo (derecho) se hallaba en conexión
(unión esmerilada) con el depósito del solvente; y el otro (íz
quierdo) mediante una unión similar, a un tubo en T (compensador
de presión).
El tubo en T, a¡su vez, estaba conectado por un ladd al tope del
solvente; y por el otro al compresor de aire, cuya presión se
regulaba convenientemente.
nn esta cromatografía se utilizaron los siguientes materiales:
1- Soporte: ácido silicico (INHKAM90 mallas)
2- Fase fija: agua.
5- fase móvil-"solvente 7, Shell".
El"solvente 7 Shell" fue tratado para su purificación de la si
guiente forma:

500 ml. de solvente fueron agitados en una ampolla de decanta
ción de 1 litro con 100 ml. de oleum. El oleum fue entonces
extraido y repetido el procedimiento hasta que la fracción del
mismono se coloreaba.-El solvente se lavó 2 veces con 100 ml.

de SO4H2concentrado, dos veces coñ 100 ml. de agua destilada,
dos veces oon 1UOml. de CO3Na2 al 5 % y nuevamente con agua
destilada. Luego se secó el solvente sobre SOANa2anhidro y se
destiló en un aparato de vidrio (fracción recogida entre 65 y
67°C) conservándose en una botella bien cerrada.
El solvente tratado de esta forma (para eliminar aromáticos y
olefinas) no absorbió a 230 mU. en el espectro U.VL ZEISS, y
por consiguiente, puede ser utilizado para la cromatografía.

Eenoles¿ La solución simple de cada compuesto utilizado, contenía
un micromol de soluto por mililitro de solvgnte y las soluciones de
mezclas contenían un micromol de cada uno por ml. de solvente.
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Fenoles cromatografiaggg.
fenol, o-cresol, m-cresol, carvacrol, eugenol, isoeugenol.
Las mediciones espectrofotométricas fueron hechas en celdas de cuar
zo de 1 cm? , en la región del U.V.,utilizando el espectrofotometro
Carl Zeiss , modelo }.K.M. IIM212;
Dosmétoaos se utilizaron en la preparación del ácido silicico para
la cromatografía:
Método A.
Una cantidad previamente pesada de ácido silicico se llevóa estufa
a 13000hasta obtener peso constante. En esas condiciones el sólido
retiene alrededos de ó % de agua, según el trabajo de Curtmann {29)
El adsorbente es enfriado a temperatura ambiente y luego se pesa
la fracción que se ha de utilizar, conservando eñ resto en un reci
piente cerrado libre de humedad. A la fracción pesada , se la colo
ca en un mortero y se agrega gota a gota, por medio de una bureta'
la cantidad de agua necesaria para la cromatografía (teniendo en
cuenta la humedadretenida por el sólido) y mezclando después del
agregado de varias gotas.
Terminada la operación se perfecciona la molienda y se pasa la mez
cla, en forma cuantitativa, a la columnacromatográfica.
Método B. (30)
A una cantidad pesada de ácido silicico se le agregan dos veces su
volumen de agua destilada y se deJa en reposo durante 1 hora.
Luego se filtra sobre papel de filtro Whatmann01, bajo vacío mode
rado durante 20 minutos.
El ácido silicico asi tratado se coloca durante dos horas en una es
tufa regulada a temperatura constante, eligiendo la temperatura se
gún el grado de actividad que quiera obtenerse para la cromatografía
La temperatura a la que se trabajó en este caso particular fue de
60:1 OCpara obtener wde humedad según el trabajo realizado por
H. hernandez, h. Heinandez Jr. y Axelrod. (30)
lreparación de la columna.
dolocadc el sólido dentro de la columna se prosigue la operación de
la siguiente forma:
1- Se agrega el solvente y se deja el tiempo necesario para que hu
medezcaenteramente la columnade ácido silicico (sin aplicar presió
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liberandolo de las burbujas de aire por medio de una varilla de vi
drio aplanada en su terminación, cuyo diámetro es tal que ajusta
facilmente al tubo.
Durante el procedimientease agrega eñ solvente de tiempo en piempo,
a fin de mantener constantemente una capa sobrenadañte.
La varilla se lava con el solvente y se extrae con cuidado.
Luego de ajustar las uniones del aparato se aplica una presión de
6 pulgadas de mercurio y entonces el sólida se empaqueta nomogenea
mente durante la recolección de 30 a 40 ml. de solvente.
Se lleva el nivel del solvente al tope de la columna a fin de coLo
car la muestna, no permitiendo, en ningún caso, que este caiga por
debajo del nivel del empaquetado.
hurante la preparación del empaquetado se recogen por lo general de

a 75 m1. de solvente.
agregar la muestra fenólica,(3 m1. de solución) se debe ajustar

al mismotiempo el primer tubo ya calibrado para recoger fracciones
de 5 ml. cada una.
Se aplica presión y cuando la solución muestra desaparece en el tope
del empaquetado se agregan 2 ml. de solvente puro, repitiendo esta
operación a medida que el solvente desaparece para poder fijar la
muestra. Después de esta operación la presión y el flujo del depó
sito se regulan hasta obtener una velocidad de salida constante.
Sobre cada fracción recogida se determina la absorbancia, a una de
terminada longitud de onda, de acuerdo a su naturaleza.

10-Si las condiciones operantes no varian, la posición de los piccs se
mantiene constante.

11-La variación de temperatura computaría pequeñas variaciones en la
posición de los picos.

ggsultados y discusión.
En el presente trabajo se ha tratado de aplicar la cromatografía de
partición a loa fenoles , con el fin de aplicarla luega en la reso
lución de las fracciones fenólicas de los aceites esenciales.
Para ello se estudió el efecto producido sobre los compuestos cro
matografiados, por variaciones de la cantidad de ácido silicico.
manteniendo constante el porcentaje de agua fija sobre el mismo.
nn primer témino se partió de las cantidades de ácido silicio: y
agua que indican Sweeney y Bultman (31) para el fenol:
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58,3 % agua (gramos de agua en 100 gr. de acido silicico)
12 gr. ácido silicico Mallinckrodt de 100 mallas
En esas condiciones la mayor absorbancia se obtenía en el tubo no33
Las condiciones operatorias en este trabajo difieren en principio
del estudio anteriormente mencionado, porque se utilizó ácido sili
cico marca Inkhem, 90 mallas.
Los datos obtenidos son los siguientes:

1- Contenido en agua: 55,3 %
Fracciones recogidas : 5 ml. en cada tubo.

TABLA VI

“Compuestos A ;Acido sílïcico 12 g. Acido siÏÏCico 15 g
Cromatografiados Tubos Peak Ancho Tubos Ieak Ancho

recog. Tube del recogq Tube del Observ
(Tubo n? Pico (tubo ni Pico

fenol 33 21 17-29 --- --- -- --

Mezcla: no se
C'eresol --- --— -- 20 3 1-11 separan
m-cresol

Si observamos los resultados es fácil predecir que en ninguna de esas
dos condiciones se pueden obtener buenas separaciones de mezclas más
complejas.
En el primer caso, el fenol sale mucho más rápidamente que lo que se
eskera según su estructura molecular, y por consiguiente, es muypro
bable que otros fenoles menos solubles en agua, no puedan ser sufi
cientemente retenidos comopara permitir cierta resolución de una
mezcla.
En el segundo caso, no se separan dos compuestos como el o-cresol y
m-cresol, cuyas estructuras son tales que deben admitir resolución,
pues se sabe que los orto-isómeros se mueven a través de la columna
con mayor velocidad que los meta y para isómeros, debido a que los
primeros tienen menor solubilidad en agua por el bloqueo de la fun
ción -0H.
Amboscasos señalan que scria más conveniente trabajar con menos por
centaje de agua y mayor cantidad de ácido silicico, a fin de retar
dar la salida de los compuestos fenólicos.
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Los datos tabulados a continuación su han logrado en las siguientes

condiciones:

2- Contenido en agua: 41,6 %.
Fracciones recogidas: 5 m1. en cada tubo.

QABLA VII

CoufiLestos Adido silicico 20,5 g ACïdo‘silícico ÉÏ}7'g,
ñ t. Tubos eak Ancho Tubos Peak Ancho

crom°tograilados recog. Tube del recog. Tube del Observ.
(tubo ng Pico (tubo ns Pico

fenol 43 28 24-39 --- —--— -— _-__

m—cresol 31 8 9-22 --_ ---_ -_ _--_

o-cresol 16 7 5-12 40 15 12-14 ---—

oarvacrol 12 3-4 3-8 --- _-_- __ ____

isoeugenol 12 4 2-6 24 19 18-20

hezclas: d

A'o-cresol . 7 5-10 --- —-—- -- ÉÉÏÉEÉ:ci n
m-cresol 43 12 10-16 --- -—-- -— ¿íáíaïal
fenol 29 25-39 --- _--_ -- ;:.: '

B'"carvacrol 3-4 3-6 --- ---- -- separao.
o-cresol 16 7 5-13 --— ---- -— parcial

Los resultados más satisfactorios se consiguieron utilizando 20,5 g.
de ácido silicico y 41,6 % de agua, pero sin embargo, estas condicio
nes no serian adecuadas para una buena separación de combuestos sus
tituidos en posición orto.
hn el caso de utilizar mayorcantidad de ácido silicico (24,7 g.)
se presenta el inconvenveniente que el desarrollo de la cromatogra
fía llevaria un tiempo excesivo, aunque podría ser utilizada para f
separaciones de mezclas simples de algunos fenoles sustituidos en
orto.
Podrá ser interesante verificar la resolución mediante una rápida
cromatografía de adsorción sobre placa de ácido silicico.
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Conclusiones.

En este estudio se ha tratado de aplicar la cromatografía de par
tición sobre ácido silicico a la resolución de las fracciones fenó
licas de los aceites esenciales, que comoya se dijo,son de natura
leza bastante compleja.

Es evidente que las mezclas no se pueden resolver mediante una
sola crmmatografía, pues un primer corrimiento proporcionaria frac
ciones más o menos complejas que a la vez podrian resolverse por
medio de corrimientos sucesivos, en condiciones operatorias que de
penderían de las características de cada fracción.

Los resultados tabulados solo se refieren a la cromatografía de
algunos fenoles o mezclas de dos o tres de ellos, pero en ninguna
forma se pueden considerar satisfactorios

En casos de fracciones fenólicas, que están generalmente consti
tuidas por varios componentes desconocidos, el problema se compli
ca, pero podría ser simplificado si se combinaesta técnica de par
tición con la de adsorción o la cromatografía gaseosa de tal forma
que.has fracciones recogidas que contienen fenoles se cromatografien
rápidamente por medio de cualquiera de las técnicas anteriormente
señaladas, y de esta forma se determine, aproximadamente, el núme
ro de compuestos de dicha fracción.

La cromatografía de partición sobre ácido silicico no es un méto
do de fácil y rápida aplicación, y por si mismano aportaría una
información mejor que la que pudiesen brindar otros métodos más rá
pidos y menos complicados.

En este trabajo no se llegó a cromatografiar ninguna fracción fe
nólica de aceites esencialas debido a que ¿a técnica presentaba su
ficientes dificultades comopara que su aplicación no fuese prefe
rida ni aún comoguia en el análisis de aceites esenciales.
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PgfiTICION CROMATOGRAFICA EN FASE GASEOSA
Se ha estudiado en la tercera parte del trabajo, el comportamiento

de los compuestos renólicos, cromatografiados en distintas columnas.
y condiciones operatorias, a fin de encontrar una columna o combina
ción de columnas que haga factible la separación del mayor número de
ocuponentes de una mezcla.

Este estudio se realizó en un aparato rerkin Elmer, Modelo 154,ad
quirido por la Cátedra de bromatologia y Análisis Industriales me
diante un subsidio del Consejo Lacional de Investigaciones Cientifi
cas y Técnicas; utilizándose 00m0gas portador al nitrogeno, y tem
peraturas entre 170 y 22000, según el punto de ebullición y volatili
dad de las sustancias usadas comofase estacionaria.

Los experimentos abarcaron solamente la cromatografía líquido-gaseo
sa, siendo utilizadas las siguientes columnas:1-

Longitud: 1 a.
Ease estacionaria: succinato poliester de dietilen glicol

gA-COO-Cuz-CH2—O-CH2-CH2

(9H2)2
CH-UOO-CH

Soporte: Chromosorb R.
Peso molecular: 4000 (aproximadamente)

2-CH2-O-CH2—CH2

lresión de vapor: menos que un mm. de Hg a 200°C.
Temperatura máxima recomendada? 22500.

2- Uolunna R.
Longitud: 1 m.
Fase estacionaria: polipropilen glicol (UuomLb-SBO-X)

HO-CH2-CH2-CH2-(O-an-Ch2-CH2)n-O-CH2—Cn2-CH2—OH
Soporte :tierras diatomáceas.
ieso molecular: 550 (promedio.
Presión de vapor: menos de 0,01 mm. de Hg a 20 oC
Temperatura máxima recomendada: 20000

3- Columna SAIB.
Longitud : 2 m.
Fase estacionaria: diacetato hexa-isobutirato de sacarosa
Soporte: tierra de infusorios.
Peso molecular: 847 (aproximadamente)
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temperatura máxima recomendable=20000.

4- Columna Q.
Longitud: 1 m.
Fase estacionaria: APILZON"L" (grasa)
Soporte: tierras diatomáceas.
leso molecular: indefinido.
Presión de vapor: 1 micrón a 30000.
Temperatura máxima recomendada: 325°C.

5- ggïumna Q.
Longitud: 2 m.
Fase estacionaria: grasa de silicona.
Soporte: tierras diatomáceas.
Peso molecular : indeiimido.

ó mm. de Hg a 20 °c
Temperatura máxima recomendada: 32500.
Presión de vapor: 10'

Las sustancias cromatografiaaas fueron:
Feso Punto de

Molecular Ebullición (OC)
1- fenol 94,00 183
2- o-cresol 108,00 190
3- aldehidd salicílico 122,12 197
4- m-cresol 108,00 202
5- guayacol 124,15 205
6- o-etil fenol 122,17 207
7- 2,4 xilenol 122,16 211
8- 2,6 xilenol 132,16 212
9- 3,5 xilenol 122,16 219
‘10-p-ctil fenol 122,77 219
11-3,4 xilenol 122,16 225
12rtim01 150,00 233
13-carvacrol 150,00 237
14-eugenol 164,00 253
15-p-n-amil fenol 164,24 262
16-isoeugenol 164,00 267

. ggsultados.
Cada uno de estos fenoles se cromatografió separadamente en las colum
nas mencionadas obteniéndose los datos de la tabla VIII.
La mezcla total de los fenoles se cromatografió luego, y los datos
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COLUMNA De, .2
Pou PnoantN GLICOL

1m. (p)
ZOO’C

895K
2.o mL/mín.

COLUHNA DE.
GRASAJn mueca/x

2m. S0)
75‘C1

COLUMNA De.
APÍ¿1.0H ’L‘ (GRAsA)

1m. (GL)

170°C
ÁpSL
21 mL/mt'n.



-37
obtenidos de los cromatogramas correspondientes a cada columna (gra
fico 1) están tabulados en la tabla 1X.
A estos datos se agrega el gráfico‘2 donde se proyecta para cada co
lumna los logaritmos de los valores de retención relativos, corres
pondientes a cada comfuesto puro y a la mezcla total de los fenoles
estudiados.

EABLA VIII
Volúmenesde retención relativos

Cromatografía de cada compuesto puro.
Gas portador : nitrógeno.
Compuestode referencia: fenol.

"p" "SAIBH "RI! "Q" "o"
Longitud: 1 m. 2 m. 1 m. 1 m. 2 m.

TTemPÉíatBÉa‘ 175 200 200 (íoo 200 170 200

Fenol 1,00 1.00 100 1,00 1,00 1,00 1,00
o-cresol —-- ' 0,96 1,17 1,15 --- 1,50 1,40
ald. salicílíco... 0,55 0,76 0,65 --- 2,00 1,55
m-c1esol 1,55 1,25 31,42 1,51 --- 1,75 1,50
guayacol --- 0,84 1,02 0,91 --- 2,22 1,71
o-etil fenol --- 1,12 1,58 1,50 —-- 2,35 1,98
2,4 xilenol _-_ 1,26 1,59 1,54 —-- 2,70 2,18
2,6 xilenol -a— 0,84 1,09 1,05 -—- 2,54 1,89
3,5 xilenol --- 1,67 1,95 2,04 --— 2,95 2,41
p-etil fenol --- 1,58 1,94 2,02 --— 2,74 2,29
5,4 xilenol --- 2,00 2,30 2,54 --v 5,40 2,72
timpl 1,67 1,50 2,40 2,66 4,70 4,97 5,54
carvacrol --- 1,67 2,55 2,82 4,80 5,55 4,65
eugenol --- 1,98 2,75 2,67 6,94 7,77 5,55
p-n-amil fenol-- 5,55 6,00 6,50 --- 10,90 8,60
isoeugenol --- 5,40 4,50 4,55 --- 14,40 8,15
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opa/7A roman/1 1)_¿_¿A fláZC’LArar/¡z ¿a 7¿/70¿¿5
a r 1 m ' n 2' m' ' , ‘ 1m. ’fi f 2 m. n 1 m'

C01. P zoo °c Col. 5MB zoo°c Col. l? ZOO°C C01. O 175 °C Col. 'Q 170'C

PUCO{enoles f PICOfenotes 1' ¡co {eno le 3 f ¡"co {enoïes 4‘ Pico fenotes ‘f‘

1 ald.salíc. qsg 1 a1d.sa.11c. (¿7‘ I ald.salíc. 9,53 1' fenol 1'00 I fenol 1‘00

2.6 x11. fenol 1_ï sua/Vaca 0.86 LT ouresol 1.1.1 1:: o-cresol 1'44
IE 018“n: 1'00 -- ‘ - - - - - -------- - - - - - --

guayacol guayacol fenol m-Cregol ¿Tl-m-cresot ¿75
m ****--.“---"- III . 1.00m . W . —fi

fenol 2, 6 x11, 2,,c, x11 _ ala. aahc. 81d. sake.
HI 1,00 Ig 112 E z ¡a

O-cresol o-cresol E o-cresol LH-—guayacol 2 —— guayecol

T_V o-e'til {enel 1,14 o-eti] fenol m-cresol 2,6 Xíl. o-etil fenol
_ _ ______ _____ .3 198 g 2.1.0

m-c‘reóol fi LT Z'Lo-xi1_ 1'48 Í o- etil {enoL 1.52. O-EHl {6001 3,40
I {IZL ——- ————— ——-«>— —-- ->—— —— — ———-—

2,4 xíl. m-cresol 2,14.xil. 1 2.1. x11 ZJQ z l. nl

fimol 3,5 xil. P-etilrenol p-eHl {enel E refij, fenol 2'77
fi 1,55 y ,91.j zpu g , ¿.30

p-ehl {enOÏ p.eti] fenol 3,5 xil. 5,5 x11. 3.5 x1].

5,5 xil. 3,1. xil. VT: 34. xíl. 2.3L. V_|_l5A, xil ¿71+ g 3,4 ¡dl 3,46
w 1,41.j 230 —'"‘ ‘

CarVACnol t1m01 tímol E “mol 3,90 “mol
___ WI 2,6h——-» —-————------—-w 'E 5.3?

euge no] cavvacxol auge 00'. cavvacrol L,1L C-¿Tv'dcf‘ol
TE" 2,0 E 2,57 ————————— .

3,4 x11 eugeno] E cervacrol ¿'35 Z eugenol 5.67 E Eugenol 780

iSOeugenoI IU isoeuqenol LZO Z i30eugenol lui. ¡j ¡5020139no} 8,1L X p-n-amíl PHDI¡11.1.5
E '52 ’ _ . — -" '— " -- —<>- — -' "-<>-I —-->*>->-r4' —-r-n

P'n‘fimu Penal B ?'n‘amil ¡end 5'72 E P'n'em'l {eno G'U’¡TÍ f-ndmílknol 8,1¿0 ¡bouuc'nrryi l)?“_. ' . !
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De las cinco columnas usadas en la cromatografía, se puede observ
var a simple vista en gráfico 2, que las dos columnas no polares
(columnas"Q":
semejanza en su comportamiento.
Columnas no pulares.
Reúncnlas siguientes caracteristicas:

Apiezón “L” columna"0"; silicona) presentan una grany

1- El crden de salida de los fenoles en ambas columnas coincide,
excepto en el caso del o-etil fenolé2,6 xilenol y p-n-amil fenol
—isoeugenol, que se presentan en ese orden en la columna "Q" y
en el inverso en la columna "0".

2- En la columna "o" los compuestos fenólicos están más espaciados
que en la columna "O", pero en la cromatografía de la mezcla to
tal aparecen un menor número de picos que en el caso de la col."O

3- El
no polares, se produce por lo generab,
de ebullición de dichos compuestos.

En el

orden de salida de los compuestos cromatografiaoos en columnas
de acuerdo a los puntos

siguiente cuadro de valores se compara el orden de los feno
les cromatografiados según su punto de ebullición, con el orden de
salida en cada una de las columnas.

TABLA 'X

2unt° de, Compuestos Orden de salida en :
mbuííigion fenólicos Gol. "Q" ,17ocb Col. no" 1753C

183 fenol fenol fenol
190 o-cresol o-cresol o-cresol
197 ald. salicílico 9:93g59l m3grgsgl
202 m-cresol gig; saliciligg alg¿ngalig¿
2“5 guayacol guayacol guayacol
207 o-etil Ienol o-etil fenol g¿g_5ilegpl
211 2,4 xilenol g;j¿¿grlgng¿_ grgïil_ggngl
212 2,6 xilenol 2,4 xilenol ggíggggggl

p-etil fenol p-etil fenol p-etil fenol
219 3,5 xilenol 3,5 xilenol 3,5 xilenol
225 3,4 xilenol 3,4 xilenol 3,4 xilenol
233 timol timol timol
237 carvacrol carvacrol carvacrol
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lunto de Compuestos Orden de salida en:
ebullición fenolicos 061. "Q" 17ocb—**‘ Col. "o" 17363

253 eugenol eugenol eugenol
262 p-n-amil fenol p-n-amil fenol ¿soeygenol
267 isoeugenol isoeugenol '-náémll_ïfinal

Comparación del comportamiento de las columnas no polares utilizadas.

I_

T
.LI

II

gglumna "g" (Apiezón "L")
Los isómeros cresólicos se aproxi

9222222n292(511100n3)
Los isómeros cresólicos se se

man entre sé cuando se cromatogra- paran parcialmente.
fia su mezcla, separándose parcial
mente.

—ho se separan;
a-ald. salicilico-guayacol a- m-cresol-ald. salicílico.
b-o-etil fenol-2,6 xilenol b- guayacol (puede correspon
c-2,4 xilenol-p-etil ienol- der al pico III o IV),

—5,5xilenol. c- p-etii fenol-¿,5 xilenol.
d-timol-carvacrol

I- Separan:
a- renol a- fenol .
b- o-cresol-m-cresol (parcial- b- o-cresol.

mente). c- 2,4 xilenol.
c- 3,4 xilenol. d- 5,4 xilenol.
d- eugenol. e- timol-carvacrol (parcialment
e-p-n-amil fenoli f- augenol
f- isoeugenol. g- isoeugenol-p-u-amil fenol

(parcialmente).
golumnas polares .
. i . . .Las columnaspolares reunen las Siguientes características.
1

2..

En las tres columnas polares el primer pico corresponde al aldehi
do salicilico.
un el aaso de estas columnas los orto sustituidos de punto de ebu
llición más bajo aparecen primero, mientras que pos de punto de e
ebullición más elevado y los sustituidos en meta y para, son los
últinos en el orden de salida.
Tanto el isoeu¿enol comoel p-n-amil fenol aparecen últimos, en
ese ordende salida, no obteniéndose separación de ambos en el caso
de la columna "h".
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4- Solo unos pocos fenoles se pueden separar totalmente en este tipo

de columna.

UI
I Durante la resolución de la mezcla total de fenoles, se observa en

todos los aasos que el pico correspondiente al fenol, es en reali
dad una mezcla que varia de acuerdo con la columna.

un el siguiente cuadro se hará una reseña comparativa del comportamier
tc de la mezcla fenólica total en cada columnapolar.

Columna "P" gglumna "R" Columna "SAIB"
;- Separan:

I-ald. salicilico 1-ald. salicilico 1-ald. salicikico
2-0-eti1 fenol (solo 2-guayacol 2- isoeugenol

parcialmente del 3-o-cresol 3- p-n-amil fenol
pico correspondien- 4- 3,4 xilenol
te a la mezcla: 5- isoeugenol
m-cresol,2,4 xil.) 6- p-n-amil fenol

II"Datos de r obtenidos de la cromatografía de cada compuesto puro:

1- guayacol-2,6 xil. 1- timol-eugenol 1- o-etil fenol-2,4 xil.
2- carvacrol-3,5 xil. 2- p-etil fenol-3,5 xil.

III; N0 se separan:

1- fenol-o-cresol 1- fenol-2,6 xil. 1- fenol-guayacol
2- guayacol-2,6 xil. 2- m-cresol-2,4 xil. 2- o-cresol-2,6 xil.
3- m-cresol-2,4 xil. -o-etil fenol 3- m-cresol-2,4 xil
4- timol-p-etil fenol 3- p-etil fenol- -o-etil fenol
5- carvacrol-3,5 xil. 4- timol3,5 xilenol 4- timol-3,4 xilenol
6- eu5enol-3,4 xil. T l-eugenol- 5- carvacrol-eugenol
7- isoeugenol- -carvacrol

p-n-amil fenol

9.9.1:=.<=_3.-y-.-ï>_.___3’-0m S 

De la representación gráfica dada, se puede observar:
1- Tantb las columnas polares como las no polares no resueven en for

ma óptima a la mezcla total de fenolas; aunque para la separación
de los compuestos de fracciones fenólicas no muy complejas, pueda
servir cualquiera de estas columnaspara resolverlas, dependiendo
su elección de las características de dicha fracción.

2- Ls imposible separar todos los fenoles isómezos 06-09 por medio de
un único cromatogramg gaseoso.
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3- Además, comparando en el cuadro de valores la variación de los

volúmenes de retención relativos en función de la temperatura, se
observa que dichos valores disminuyen cuando la temperatura de
Operación aumenta.

4- Si comparamoslos resultados obtenidos experimentalmente con la
columna "a" (Apiezón "L") y los publicados en el libho de Layer
(32), se observa que el orden de salida de dichos fenoles no al
tera, pero existe cierta diferencia entre ambosvalores;

Comparaciónde volúmenes de retención relativa
experimentales y publicados por Bayer

(a)

Componentes Columna "Q" (Apiezón "L")- 170°C
fenólicos . _puros r publicados r experimentales diferen01a

fenol 1,00 1,00 ---
o-cresol 1,65 1,50 6,15
m-cresol 1,79 1,75 0,04
o-etil fenol 2,54 2,35 0,19
p-etil fenol 2,63 2,74 0,U9
2,4 xilenol 2,90 2,70 0,20
2,6 xilenol 2,75 2,54 0,21
3,4 xilenol 3,64 3,40 0,24
3,5 xilenol 3,16 2,95 0,21

Referencias:
6a): Soporte : Kieselguhr impregnado con 20%de Apiezón "L"

Los datos experimentales obtenidos son menores que los publicados
por Bayer. Las diferencias oscilan entre 0,15 y 0,21 en todos los
casos, excepto para el m-cresol y p-etil fenol, cuyos valores varian
en 0,04 y 6,09 respectivamente, y finalmente el caso de 3,4 xilenol
que presenta una mayor diferencia de 0,24.

Aunque en este estudio no se ha probado otro tipo de columnas que
las anteriormente señaladas, es de interés mencionar el trabajo de
Janak y Komers (33) que utilizaroñ comofase estacionaria algunos
azúcares. Según estos investigadores, azúcares con grupos -On 3-6
dan una buena separación de isómeros fenólicos de acuerdo a la natu
raleza del impedimentoestético de sus grupos -OHfenólicos,y los
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azúcares simples resultan convenientes y suficientemente estables pa—
ra la separación de di-hidroxi fenoles.

En nuestro caso no dió resultado la cromatografía de los di-hidroxi
Ienoles, ya que estos no aparecieron en las condiciones operatorias
aplicadas a las columnasutilizadas.

Janak y Komersaconsejan comofases estacionarias para el análisis
de mezclas de di-nidroxi fenoles, el uso del manitol y dulcitol a
190°u, o inositol a 240-250 Oo.

Para un análisis detallado de mono-hidroxi fenoles, se requiere ne
cesaiiamente la combinación de dos fases, una conteniendo grupos mCH3
y la otra con grupos -0h.

En cuanto al tipo oe azúcar que puede ser utilizado, debe contener
al menos tres funciones -OHlibres y deben ser estables y liquidos
a la temperatura de operación.

De las columnas usadas por estos investigadores, merecen mencionar
se las que tienen comofase estacionariazüLlactmna del ácido ¿alac
tónico, que trabajando a la temperatura de 19000 resuelve una mezcla
de para y meta cresoles y también mezclas de xilenoles sustituidos
en 3,4 ; 3,5 y 4,5, dificiles,de separar.

De la misma forma se comporta una columna de manitol a 190°C y yor
último la de inositol a 23000permitiría la salida más rápida de di
hidroxi fenoles tales comohidroquinol y resorcinol.
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Esta técnica consiste en hacer pasar una mezcla a través de una
sucesión de dos o tres columnas empaquetadas con fases líquidas dis
tintas.

En el presente trabajo, la muestra cromatografiada se refiere a
la mezcla total de fenoles,ya estudiada para cada columnaen especial

Las columnas utilizadas para combinar fueron:
Columna "Q" (no polar), columna "P" y columna "R" (polares).
Las combinaciones elegidas dan el orden de colocación de las co

lumnas, o sea la mezcla pasaria primero a través de la columna men
cionada en primer término, y luego a través de la segunda.

Lñb combinaciones son las siguientes:
1- Columna "Q" + Columna "P" = Columna (Q+P)

2- Columna "u" + Columna "R" = Columna (Q+R)
3- Columna "R" + Columna "P" = Columna (M+P)

Las columnasutilizadas, cuya descripción se hizo anteriormente,
daeron colocadas en serie, de tal forma que la longitud total era
de 2 m.

Las condiciónes operatorias, en toaos los casos, fueron las si
guientes:

Temperatura de la columna: 200 OC.
Velocidad de flujo: aproximadamente 20 ml. / min.

ggsultados.
Si comparamosen el gráfico j los cromatoaramas de la mezcla total

obtenidos de las combinaciones de columnas, se ve claramente que el
poder resolutivo es mas efectivo en los casos en que la columna re
sultante es una combinación de una column polar y otra no polar (co
lumnas (Q+P) y (Q+R) ); en tanto que la combinación de dos columnas
polares (R+P) no resuelve la mezcla y además, la realización de la
cromatografía lleva más tiempo que en los otros dos casos menciona
dos.

También, observandú la tabla XI y el gráfico 4 ‘se pueden ver una
serie de datos calculados para cada combinación

En el cálculo de datos se procede de la siguiente forma:



,CPONATOGPAMA5' ¿g ¿4 N621

COLUMNA (12+?)

200 'C
x 10,5psi

20 mL/mín

COLUMNA (a +121

ZOO'C
10,5 psi
zo mL/mín.

COLUHNA (GMP)

ZOO’C
7,0psi
2 1mL/min.



E

“a”,u-.

ZOO’C
7,0 ¡>51
21 mL/mimjg



-44
TABLA_;EL

l Ccïumna (R+P) Columna (0+P) Columna (Q+R7
l'- - g '
IOÉQCA r r bico ordqn r r pico Oggen r ¡ r r pico
É e. cal. ex*. o Qe. cal. exp. ‘o . cal.1e%y- exP-I 0
¡sallúa M? n Sallda h. n sallda 10/9 M. ln
\ .

lal.sal 0,61 0,62 I fenol 1,00 1,00 I fenol 1,00 1,00;1,00 I

guayac 0,85 0,87 II al.sal 1,14 1,13 II al.sal 1,12 1,07 1,06ÍII

2,6xi] 0,93 0,95 III o-cres 1,23' o-cres 1,2c!1,26 É 
a _ _ n _ _ ___,_,_ _ 1,24 III 1,25¡III
fenn1 1,00 1,00 IV guayac 1,27 guayac,1,28 1,2u 3 n

o»cres.1,06 1,07 V m-cres 1,41 1,40 IV 2,6xil.1,58 1,47 1,44EIV
1___..._._ _.¡.__,__.

oueï.f,1,35 2,6xil 1,53 m-cres 1,59 1,52 1,4alv
1,39 VI 1,56 V _ _ _ _ _ _ _ _ P n _{_ _

m-cres.1,39 o-et.f 1,59 o-et.f.1,81 1,69 1,72 VI

2,4xíl.1,43 1,44 VII 2,4xil 1,75 1,83 VI 2,4xil.1,93 1,57 1,85 VII
__._..4__.__.____ ;

pnet.1.1,81 p-et.f 1,99 p-et.f.2,28 2,14¡
1,86 VIII 1,91 VII ¡ ,20 VII:3,5xil 1,85 3,5xil 2,04 3,5xil,2,28 2,24'

timol 2,13 3,4xil 2,52 2,24 VIII 3,4xil.2,71 2,60 2,53 IX
_ _ _ + _ - _ _ 2 _ _

carvacy2,17 2,21 IX timol 2,90 2,36 IX timol 3,51 3,12 3,16 X

3,4xil.2,18 carvac.&,95 2,48 X carvac13,51 3,40; __ _ _._ _ _“ _ _ _ __ 1 ,67 XI
cugen. 2,34 2,33 X eugen. 3,41 3,14 XI eugen. 4,33 3,72}

isoeug.3,86 3,64 XI p-n-am46,35 4,90 XII isoeug.7,20 6,00;5,88 XIIfenol ,

b—n—am.5,205,45 XIï isoeuga7,05 5,20 XIII p-n-am 8,20 7,25 7,24 XII
[fenol fenol
ReferenCias: r cal. : vol. de retención relativos calculados.

r exp. : vol. de retención relativos experimentales.
M. : mezcla total de fenoles.
c/p. compuestod puros
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1- Se suman los tiempos de retención correspondientes a cada compon

nente de la mezcla total, cromatografiada sobre cada columna que
interviene en la combinación.

2- La suma de dichos tiempos de retención, correspondientes a cada
compuestoen particular, se lo divide por el obtenido para el
fenol. Esta relación proporciona los volúmenes de retención rela
tivos al fenol.

El resultado de la comparación de los datos experimentales y los
calculados, que se puede observar en el gráfico 4 correspondiente a
la proyección de logaritmos de r , es el siguiente:
Columna QR+P2.
Los datos de r calculados y experimentales, concuerdan casi exacta
mente.
Se debe hacer notar que para asegurar la fidelidad de dichos dados,
se cromatografiaron algunos fenoles puros a través de la combinación
de columnas, obteniéndose volúmenes de retención relativos compara»
ble a los predichos,
Esta concordancia es explicable, ya que ambas columnas R y P, traba
jaron en iguales condicionas operatorias que la columna (R+P) .
Ademásse puede añadir que en este caso la contribución de cada co
lumna a la columna (R+P) es equitativa, ya que el r resultante pue
de ser obtenido también haciendo lc media aritmética de los volúmn
nes de retención de cada cmlumnaen particular.
gglgmpas (9:32 y (Q+I).
mn estos casos los r no coinciden en forma tan categórica comoen el
caso anterior, pero los datos eXperimentales correspondientes a cada
uno de los compuestos fenólicos en particular afirman que el orden
de salida y la secuencia de los mismosno altera.
Por consiguiente, es fácil de identificar cada pico de la mezcla
total ddematograíiada en las columnas,con los datos calculados y prc
yectados en el gráfico 4.
Para estos casos no dió buenos resultados el procedimiento de la
media aritmética de los r de cada columna particular, posiblemente
porque la contribución de las columnas a la resultante no es igual.
Ademáslas condiciones operatorias de la columna Q fueron distintas
a las de R y P respectivamente y también a las de las columnas (Q+R)
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y (Q+P) ; luego es probable que esto contribuya a la ng concordancia
entre los datos calculados y experimentales.

g)nclusiones.
De la observación de los cromatogramas y de los gráficos corres

pondientes a logaritmo de r, se pueden destacar las conclusiones nu
meradas a continuación:
1 Aumentó el númerd de picos como resultado de la combinación de

dcs columnas.
La resolución es más efectiva cuando se combina una columna polar
con otra no polar (columnas (Q+H) y (Q+P) ).
La combinación de dos columnas polares origina otra columna polarc
La combinación de una columna polar y otra no polar origina una
columna de comportamiento general no polar.
El orden de salida de los fenoles según su punto de ebullición,
se cumple a partir del p-etil .éenol en las columnas (Q+P) y (Q+R)
pero en esta última hay una alteración, pues sale primero el iso
eugenol y luego el p-n-amil fenol.
Los fenoles de punto de ebullición menor no salen de acuerdo a
sus puntos de ebullición en las columnas (Q+P) y (Q+R).
Comoen el caso de las columnas simples, los primeros picos son
agudos mientras que los últimos siempre aparecen achatados y en
sanchados.
En general esta técnica presenta un evidente interés práctico, al
que se puede agregar el hecha que se pueda predecir, conociendo
los r de las dos columnas que se desean combinar,la secuencia de
salida de los compuestos a cromatografiar y aún con bastante apro
aproximación (siempre que la columna resultante trabaje en las,
condiciones operatorias que cadacolumnaen particular) los volú
menes de retención relativos de dichos compuestos.
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Dos motivos especiales ha involucrado este trabajo:

1- El estudio experimentañ ccmparativo de técnicas cromatográficas
a fin'de ser aplicadas a la resolución de mezclas fenólicas de
productos aromáticos.

2- La posibilidad de resolver el problema de la identificación de
los fenoles de distinta estructura química presentes en una mez
cla.

Las técnicas ensayadas fueron las siguientes:
I- Cromatografía de adsorción sobre placas recubiertas con ácido si

lícico.
II-Cromatografía de partición en columna de ácido SilíCiCOv
III-Cromatografía de partión'en fase gaseosa.

Cada técnica fue puesta a punto con un número de componentes fenó
1icos puros y con mezclas de algunos o todos ellos, para luego obser
var la posibihídad de analizar las fracciones fenólicas en los acei
tes esenciales .

En primer término se consideró la cromatografía de adsorción sobre
placas de ácido silicico.

La técnica se ensayo'con los componentes puros y luego se pasó a la
resolución de mezclas de dis, cuatro y diez componentes. Aquellos
fenoles de estructura semejante presentan valores de Rf muypróximos
y por consiguiente dificultan su identificación.

En el caso de los aceites esenciales se debe destacar que si bien
esta técnica no es definitiva, resulta de gran utilidad pues ofrece
dos ventajas: rapidez y poder de resolución. Esta ventajas hacen que
el método sea utilizado en el aaso de una confirmación o bien para
dar una idea de la complejidad de la fracción analizada.

La segunda téoniaa considerada fue la cromatografía de partición
sobre columnade ácido silicico.

Este método,como ya fue comentado, no es rápido y presenta incon
venientes en la resolución de mezclas.

Aplicado a fracciones fenólicas de aceites esenciales, solo sezvi
ría para separar la fracción inicial en otras de menornúmerode
componentes, pudiéndose verificar la complejidad de cada fracción re
cogida con ayuda de una rápida cromatografía de adsorción o mediante
la cromatografía gaseosa. Por medio de esta última técnica se podría
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intentar la separación de los componentes, o mezclas de compnntes,
recogiendo las fracciones correspondientes a cada pico; o bien apli
ca: la cromatografía de partición en columnay tratar de separar
fracciones más simples haciendo nuevos corrimientos y probando dis
tintas condiciones.

En resumen,esta técnica no es valiosa por si misma, pero su apli
cación puede ser de interés si se las combina con otras técnicas
másútilas para el análisis.

El tercer punto de este trabajo fue la cromatografía de partición
en fase gaseosa.

Se puede dividir en dos partes, según se utilizen a
1- Columnas simples (aquellas que contienen un solo tipo de fase es

tacionaria).
2+ Combinación de columnas (cada columna contiene fases estaciona

rias distintas)
En el primer caso se trabajó con columnas polares (aquellas que

tienen comofase estacionaria, sustancias de naturaleza polar) como
la de succinato poliester de di-etilen glicol (columna"9"), poli
propilen glicol (columna "R") y di acetada hexa isobutirato de sae
carosa (columna "SAIB") ; o bien columnas no polares (tienen fase
estacionaria de naturaleza no polar) comola de grasa de silicona
(columna "0") y Apiezón "L" (columna "u").

Las fases estacionarias se hallaban recubriendo soportes pulveru
lentos inertes, en una prOporción de 10 w en peso.

Los resultados tabulados se obtuvieron en condiciones operatorias
previamente determinadas, y los parámetros de retención relativos
estaban referidos en todos los casos al fenol. En primer término se
cromatOgrafiaron los compuestos fenólicos puros y luego la mezcla
total de ellos.

Si observamos el gráfico correspondiente al logaritmo de volúmenes
de retención relativos se ve que hay una concordancia singular res
pecto al comportamiento de
no polares por otro. Estas
salvo algunas excepsiones,
cromatografiados según sus

columnas polares por un lado, y columnas
últimas siguen un orden de salida análogo
al orden en que se presentan lcs fenoles
puntos de ebullición; pero las columnas

polares siguen otra secuencia, y aunque en este trabajo no se reali
zó, sería interesante relacionar el orden de salida de los fenoles
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cromatografiados, con la polaridad de sus moléculas, si es que di
cha relación existe.

En el segundo caso se hicieron combinaciones binarias de las co
lumnas "h"","P"(polares) y "Q" (no polar) y se estudiaron los re
sultados.

Aquí es interesante destacar la posibilidad de predecir los re
sultados de volúmenesde retención relativos, antes de hacer cual
quier experimento, observándose que, aún cuando las condiciones
operatorias de ambas columnas no coincidan, la predicción de la ¡
secuencia del orden de salida de loa fenoles no altera, si bien
los valores calculados no concuerdan con los experimentales.

Este hecho interesa desde el punto de vista práctico, pues te
niendo los datos correspondientes a cada columna, se puede hacer
un estudio previo a la elección de las que se utilizarán para
combinar,a fin de separar los componentes de la mezcla.

De la comparación de los métodos usados en este estudio, y conm
siderando la reproducibilidad y exactitud de datos, y la rapidez
del trabajo, se llega a las siguientes conclusiones:
1- Tanto la cromatografía de adsorción comola de partición en fase

gaseosa proporcionan datos reproducibles y exactos, dentro de
ciertos limites de error.

2- Ambosmétodos son rápidos de llevar a cabo.
3- Si la cromatografía gaseosa es aplicada a fracciones fenólicas,

se pueden aislar las fracciones correspondientes a cada pico y
a su vez estas pueden ser analizadas para controlar si se tra
ta de sustancias puras o mezclas de las mismas, aplicando cro
matografía de adsorción, o bien cromatografía gaseosa pero con
otra columnau otras condiciones operatorias de acuerdo a la
naturaleza de la fracción.

4- Estos métodos pueden ser tomados como decisivos en algunos ca
sos determinados de confirmación, pero no siendo así al menos
proporcionarán una idea bastante acertada de la complejidad de
las muestras.

En resumen,tanto la cromatografía en fase gas-líquido comopor
adsorción sobre placas de ácido silícico pueden ser aplicadas en
el análisis de loa componentesfenólicos de los aceites esenciales
resulta, en cambio, poco recomendable la partición en comumnasde
ácido silícico hidratado.
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