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a cromatografia es una técnica analitica descri-

ta por primera vez a principios de siglo por el

boténico ruso Tswett, que la aplicé a la sepa-

racién de pigmentos de plantas. Le dio el
nombre de cromatografia haciendo referencia a las
bandas coloreadas de pigmentos que se separaban
por su adsorcidn selectiva sobre sulfato célcico. El uso
de la técnica se fue extendiendo, a la vez que se desa-
rrollaban distintas versiones: cromatografia de reparto,
de papel, de capa fina, etc. Un momento importante
en la historia de la cromatografia lo constituyd el de-
sarrollo de la cromatografia gas-liquido (Martin vy Ja-
mes, 1952). Esta técnica encontrd rdpidamente aplica-
ciones de gran importancia, lo que llevé al desarrollo
de la teorfa de la separacion cromatogréfica (Van De-
emter, 1956; Giddings, 1965, etc.) asi como al desa-
rrollo de una instrumentacién que permitia un mayor
control de las condiciones de trabajo.

Actualmente no existe campo de la quimica, biologfa,
medicina, etc. en el que no se utilice la cromatografia
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< en alguna de sus formas, tanto en su vertiente prepa-  continuacidn la aplicacién de la cromatografia en capa
L rativa como en la analitica. fina a la identificacion de colorantes naturales en fibras
= textiles y la cromatografia en fase gaseosa a la identifi-
- Las técnicas cromatogréficas también tienen aplicacién  cacidn de aglutinantes y barnices en capas pictdricas.
en el andlisis quimico de los bienes culturales, concre-
tamente en el andlisis de compuestos organicos. Estos
compuestos orgdnicos aparecen como aglutinantes,  Cromatografia en capa fina
adhesivos, consolidantes y barnices de capas pictéri-
cas y como colorantes de fibras textiles. La cromatograffa en capa fina es aquella que utiliza
como fase estacionaria una capa fina (de 0.25 a
Las distintas técnicas cromatogréficas se basan en lase- ~ 2mm.) de sustancia adsorbente (gel de silice, alimina
paracion de los componentes de una mezcla porre- o celulosa) soportada sobre alguna superficie plana
parto entre dos fases: una fase estacionaria y una fase  (vidrio o aluminio). La separacién se consigue por el
mavil. Dependiendo del tipo de fases utilizadas apare-  movimiento capilar ascendente de la fase movil.
cen los distintos tipos de cromatograffa. Se considera a
El andlisis por cromatografia en capa fina se realiza si-
Fig. 1. guiendo la técnica de andlisis por desarrollo, que

Algunos de los principales colorantes naturales
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consiste en aplicar las muestras a separar en forma de
manchas circulares sobre uno de los extremos de la
cromatoplaca, con ayuda de un microcapilar. Junto a
las muestras a analizar se aplican los patrones corres-
pondientes. A continuacién se introduce la cromato-
placa en una cubeta cerrada que contiene la fase mé-
vil (disolvente). La separacién se produce por el
ascenso capilar de la fase movil a través de la fase es-
tacionaria. A medida que asciende el disolvente, la
muestra se ve arrastrada por la fase mévil y adsorbi-
da por la fase estacionaria. Dependiendo de la afini-
dad quimica, unos componentes serdn mds desplaza-
dos (mayor afinidad con la fase movil) que otros
(menor afinidad), consiguiendose la separacion.

La visualizacién de los componentes separados se re-
aliza por pulverizacién de un revelador y posterior
observacién de la fluorescencia bajo luz ultravioleta
de 254 nm.

CO,H
OH 2 o OH

Tras el desarrollo, la identificacién de cada compo-
nente de la mezcla se realiza midiendo el desplaza-
miento relativo de cada mancha en la placa respecto
al frente del disolvente, definiéndose para cada banda
su valor Rf, como:

0
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Rf = desplazamiento del compuesto / desplazamiento

OH
o |I| del frente del disolvente
HO OH N , -
c=C Los valores Rf, asi como la fluorescencia bajo luz ul-
N/ travioleta, se comparan con la de los patrones corres-
dientes.
o) | pon
OH o O
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Aplicacion de la cromatografia en capa fina
a la identificacion de colorantes naturales

Las aplicaciones de la cromatografia en capa fina para
el andlisis quimico de bienes culturales son numero-
sas. Se considera la identificacién de colorantes natu-
rales en fibras textiles.

Colorantes naturales

o

OH

Los colorantes naturales provienen tanto de plantas

ACIDO CARMINICO como de insectos, aunque estos dltimos son Unica-
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mente la fuente de colorantes rojos. Estdn restringi-
dos a rojos, amarillos, azules y marrones. El resto de
colores se obtiene de la mezcla entre ellos o de la
utilizacién de diferentes mordientes.

Colorantes rojos

Los principales colorantes rojos de origen natural son:

Granza, obtenida de las raices de la planta Rubia tinc-
torum y otras especies. Su color rojo es debido a la
presencia de diferentes componentes, todos ellos de-
rivados antraquindnicos, cuyas proporciones pueden
variar dependiendo de la procedencia de la planta y
del proceso de extraccién del colorante. Los tres
componentes principales son alizarina, purpurina y
pseudopurpurina.

Kermes, obtenido de las hembras del insecto Kermes
illicis L. El principal componente es dcido kermésico.

Cochinilla americana, obtenido del insecto Dactylopius
coccus. El principal componente es dcido carminico.

Otros colorantes rojos de origen vegetal son:

Palo Brasil, obtenido de distintas especies de Cae-
salpinia. La principal sustancia colorante es la bra-
sileina.

Orchilla, obtenido de distintas especies de liquenes
(Roccella). El componente principal es la orceina.

Colorantes amarillos

Son fundamentalmente compuestos flavonoides, am-
pliamente distribuidos en el reino vegetal. Los princi-
pales colorantes son:

Gualda, obtenida de la planta Reseda luteola. El com-
ponente principal es la luteolina.

Zumagques o fustetes obtenidos de las plantas Chlorop-
hora tinctoria y Rhus cotinus. Contienen morina y fisetina.

Quercitrdn, obtenido del Quercus tinctoria. EI compo-
nente principal es quercitina.

Azafrdn, obtenido de la planta C. sativus. El compo-
nente principal es crocetina.

Bayas persas, obtenidas de distintas especies de Rham-
nus. Contienen ramnetina, quercitina y hemodina

Colorantes azules

El principal colorante azul es el indigo obtenido de
distintas especies de Indigofera. El componente princi-
pal es la indigotina.

Identificacién de colorantes naturales

El andlisis por cromatografia en capa fina de coloran-
tes naturales comprende las siguientes etapas:

I. Extraccidn del colorante de la fibra.

La extraccién del colorante de la fibra se realiza me-
diante hidrdlisis dcida en medio alcohdlico (dcido
clorhidrico / metanol). En estas condiciones se rom-
pen los enlaces fibra-mordiente-colorante y se consi-
gue la disolucién del colorante.

2. Purificacién del colorante extraido.

3. Desarrollo cromatogréfico
Fig. 2.
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Las muestras y los patrones corres-
pondientes se aplican sobre uno de
los extremos de la cromatoplaca
(fase estacionaria: gel de silice 60
con indicador de fluorescencia a
254 nm) con ayuda de un microca-
pilar de | I. A continuacién se intro-
duce en una cubeta cerrada y en at-
mosfera saturada de fase movil
(tolueno / formiato de etilo / dcido
férmico en la proporcién 5: 4: |
v/v). El desarrollo cromatogréfico
concluye cuando el frente de disol-
vente alcanza el extremo superior
de la cromatoplaca. @

]

Se evapora el disolvente y se rocfa
con revelador (2-aminoetildifenilbo- Fig. 3.

e
P

Cromatografia en capa fina de colorantes rojos.
Aplicacion de patrones y muestras

rato en metanol). A continuacién se
observa la fluorescencia bajo luz ul-
travioleta de 254 nm.

La comparacién entre los desarro-
llos cromatogréficos de la muestra y
los patrones permite la identifica-
cién del colorante utilizado.

Se ilustra con dos separaciones:
A) Identificacién de colorantes rojos:

En la Fig.2 se observa la aplicacion
de patrones y muestras sobre la Ii-
nea base de la cromatoplaca. Cons-
tituye el momento de inicial de la
separacién cromatogréfica. De iz-
quierda a derecha: Fig. 4.

Final del desarrollo cromatografico.
Observacion con luz visible

Final del desarrollo cromatografico.
Observacion con luz ultravioleta

I. Patrén de alizarina

2. Patrdén de purpurina

3. Patrén de cochinilla americana
4. Patrén de kermes

5. Muestra de hilo rojo del Penddn
de las Navas de Tolosa

6. Muestra de hilo rojo del Penddn
de San Fernando

En la Fig. 3 se aprecia el momento
final del desarrollo cromatogréfico
con observacidn bajo luz visible.
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Fig. 5.

En la Fig. 4 se aprecia el momento final del desarrollo
cromatogréfico con observacion bajo luz ultravioleta
de 254 nm.

Se observa que el colorante rojo del Penddn de las
Navas de Tolosa es cochinilla americana y que el rojo

del Penddn de San Fernando es kermes.

B) Identificacién de colorantes amarillos

Cromatografia en capa fina de colorantes
amarillos. Aplicacion de patrones y muestra

Fig. 6.

En la Fig. 5 se observa la aplicacién de
patrones y muestra sobre la linea ba-
se de la cromatoplaca. Constituye el
momento inicial de la separacién cro-
matogrdfica. De izquierda a derecha:

|. Patrén de morina

2. Patrdn de fisetina

3. Patrén de azafrdn

4. Patrdén de gualda

5. Muestra de hilo amarillo del Pen-
ddn de San Fernando

En la Fig. 6 se aprecia el momento
final del desarrollo cromatografico
con observacion bajo luz visible.

En la Fig. 7 se aprecia el momento
final del desarrollo cromatografico
con observacién bajo luz ultraviole-

Final del desarrollo cromatografico.

Observacion con luz visible

Fig. 7.

ta de 254 nm.

Se observa que el colorante amari-
llo del Penddn de San Fernando es
gualda.

Cromatografia en fase
gaseosa

La cromatograffa en fase gaseosa
es una técnica de separacién en
la que la fase movil es un gas, de-
nominado gas portador. Las
muestras a separar son gases o li-
quidos facilmente volatilizables.
La fase estacionaria suele ser un
liquido de baja volatilidad, que re-

Final del desarrollo cromatogréfico.
Observacion con luz ultravioleta

cubre el interior de la columna
(columna capilar) o la superficie
de pequefias particulas que estdn
rellenando la columna (columna
empaquetada).

Al igual que en todos los métodos
cromatogréficos, la separacién en
cromatograffa de gases se debe a la
migracion diferencial de los compo-
nentes de una mezcla a través de la
columna. Hay un fendmeno de re-
parto entre dos fases, la fase gaseo-
sa movil (gas portador), y la fase Ii-
quida estacionaria (en la columna).
En una mezcla de sustancias, que
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tengan polaridades similares, pero distinta volatilidad,
los componentes mds voldtiles estdn mds tiempo en
la fase mavil, y por lo tanto, se desplazan por la co-
lumna mds rdpidamente que los menos voldtiles, que
estdn mds tiempo en la fase estacionaria liquida.

El funcionamiento de un cromatdgrafo de gases es el
siguiente:

Un liquido voldtil se inyecta, a través de un septum
de goma, en el inyector, que se calienta para vapori-
zar la muestra. El gas portador (suele ser helio o ni-
trégeno) arrastra la muestra vaporizada hacia la co-
lumna, que es donde tiene lugar la separacién. La
columna estd dentro de un horno, cuya temperatura
puede controlarse para favorecer la separacion.
Después, los componentes separados salen de la co-
lumna y van al detector. El sistema de deteccidn de-
be ser capaz de sefialar la elucién de un componen-
te de la muestra y ofrecer al mismo tiempo una
sefial proporcional a la cantidad de sustancia que pa-
sa por el detector. Los detectores utilizados en cro-
matografia de gases son de tipo diferencial, no ofre-
cen sefial cuando pasa por ellos solamente gas
portador y miden alguna propiedad que varfe cuan-
do el gas portador se encuentra mezclado con la
sustancia eluida de la columna.

El detector mds utilizado para la identificacién de
compuestos orgdnicos es el de ionizacién de llama
(FID). En este detector se genera una llama con hi-
drdgeno vy aire que produce la combustidn de los
componentes separados que van saliendo de la co-
lumna. El sistema de deteccidn mide los cambios en la
conductividad eléctrica de la llama de forma que
cuando sélo sale gas portador la sefial es minima 'y
aumenta al salir un componente de la muestra. Este
aumento en la sefial del detector es proporcional a la
cantidad de muestra separada.

La sefial del detector; debidamente amplificada y tratada,
se representa grdficamente frente al tiempo de retencién
(tiempo transcurrido desde la inyeccidn de la muestra
hasta la salida por el detector) obteniéndose el cromato-
grama. El cromatograma consiste en una serie de picos
con forma gaussiana a distintos tiempos de retencion.

Actualmente los cromatdgrafos de gases van acopla-
dos a un ordenador que realiza el control de todas las
variables del sistema y la adquisicidn y tratamiento de
los datos.

APLICACIONES DE LA CROMATOGRAFIA EN
FASE GASEOSA. IDENTIFICACION DE
AGLUTINANTES Y BARNICES EN CAPAS
PICTORICAS

Identificacion de aglutinantes

Los compuestos orgdnicos que pueden aparecer en
las capas pictdricas y de preparacion deben su uso a
sus propiedades filmdgenas (son sustancias que se
aplican en estado liquido y al secar son capaces de for-
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mar capas o peliculas), utilizindose para la preparacion
de aglutinantes, adhesivos, consolidantes y barnices.
Corresponden a los siguientes grupos de sustancias:
proteinas, polisacdridos, ceras, aceites secantes, resinas
naturales, materiales bituminosos y sintéticos.

Vamos a considerar la aplicacion de la cromatografia en
fase gaseosa a la identificacion de los dos grupos princi-
pales de aglutinantes: protefnas y aceites secantes.

Identificaciéon de aglutinantes proteicos

Las proteinas estdn constituidas por polimeros natu-
rales formados por la unién de aminodcidos median-
te enlace peptidico. En su composicidn entran los
L-aminodcidos siguientes: histidina, triptéfano, lisi-
na, hidroxiprolina, arginina, dcido aspdrtico, dcido
glutdmico, glicina, alanina, valina, isoleucina, leucina,
serina, treonina, prolina, fenilalanina, tirosina, cisti-
na, metionina.

La diferenciacidn entre los tres tipos fundamentales de
sustancias proteicas utilizadas en restauracién (colas ani-
males, huevo y caseina) estriba en las distintas propor-
ciones de aminodcidos que entran en su composicién,
por lo que la identificacién del tipo de proteina implica
el andlisis de los aminodcidos que las componen.

El procedimiento analftico consta de las siguientes etapas:

I. Hidrdlisis de la proteina para liberar los aminodci-
dos al medio

Este proceso suele realizarse con acido clorhidrico
6N durante 24 h.a 1 10°C.

2. Purificaciéon del hidrolizado

Ademds de aminodcidos, el hidrolizado contiene im-
purezas (sales, carbohidratos, etc.) que deben ser eli-
minadas. La eliminacién de impurezas se consigue por
filtracion del hidrolizado a través de una resina de in-
tercambio idnico.

3. Derivacién

Un requerimiento fundamental para poder analizar
una muestra por cromatografia en fase gaseosa es
que la muestra sea voldtil. Caso de no serlo, como
ocurre con los hidrolizados proteicos, hay que recu-
rrir a la obtencién de derivados voldtiles.

Existen varios procedimientos para la obtencién de
derivados volatiles de aminodcidos. El procedimiento
analitico utilizado en el Laboratorio de Quimica del
ILA.PH. implica la obtencidn de trimetilsililderivados de
aminodcidos, mediante la utilizacién del reactivo deri-
vante bis-trimetilsililacetamida.

4. Inyeccion de la muestra en el cromatdgrafo de gases
Una vez obtenido el derivado voldtil, se introduce la

muestra en el sistema de inyeccién del cromatdgrafo
con ayuda de una microjeringa.
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5. Separacién de los aminodcidos <
(IN]
La muestra inyectada contiene los derivados voldtiles E
de los aminodcidos que componen la proteina objeto
de identificacidn. La separacion de estos aminodcidos
se consigue en las siguientes condiciones:
Fase mvil: Nitr6geno, presion en cabeza
de columna 25 psi.
Fase estacionaria: ~ Polidimetilsiloxano
(columna HP-1,30 m, 0.25 um, 0.25 mm d.i.)
Programa de temp:  De 90°C a 220°C, gradiente 2°C/min.
Inyeccion: Splitless a 250°C.
Detector: FID a 250°C.
Fig. 8.
Separacion e identificacion de aminoacidos por cromatografia en fase gaseosa
T FIDTA (INSTINSTO181.0)
PA S
80 é
60- i 1‘ 3% ‘(‘r 8 %8
5, 52 .3 2 2
40 o = g e z % 35 2
[ (} g2 o i oF 9
WAL n £2 E u B2
20] NN N V1 v SN AV N X2 M e
o
1 T T T T
5 10 15 20 25 mi
Fig. 9.
Separacion e identificacion de 4cidos grasos por cromatografia en fase gaseosa
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Las colas animales se caracterizan por la presencia del
aminodcido L-hidroxiprolina, no presente en el huevo
ni en la caseina, asociada a altos niveles de L-prolina y
L-glicina (20%).

El huevo se caracteriza por su alto contenido en L-se-
rina (10%) y la presencia de grasas en la yema. Mien-
tras que la caseina presenta niveles de dcido L-glutd-
mico superiores al 20%.

En la Fig. 8 se observa el cromatograma de una capa
de preparacion de la obra D* Leonor y D* Mencia de
Cabrera e hijas de Pedro de Campafia. La distribucion
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Fig. 10.

de aminodcidos es acorde con una cola animal (pre-
sencia de L-hidroxiprolina asociada a altos niveles de
L-prolina y L-glicina).

Identificacion de aglutinantes oleosos

Desde el punto de vista quimico los aceites estdn
constituidos por triglicéridos de dcidos grasos. Un tri-
glicérido es un éster formado por la reaccién de este-
rificacién entre un alcohol (glicerina) y dcidos grasos.
Los dcidos grasos que entran en la composicién del
triglicérido son:

Acidos grasos saturados: dcidos palmitico y estedrico.

Cromatografia de colofonia

FID1A, (INSTUNST0233.D)
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Fig. 1.

Cromatografia de almaciga

FID1A, (INSTUNST0232.D)

Fig. 12.

Cromatograma de dammar

FID1 A, (INSTUNST0234.D)
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Acidos grasos insaturados: dcidos oleico, linoleico y
linolénico.

Los principales aceites secantes utilizados en restau-
racion son aceite de lino, de nueces y de adormide-
ra. La diferenciacién entre estos tres tipos de acei-
tes implica el andlisis de los dcidos grasos que los
componen.

Los dcidos grasos insaturados (oleico, linoleico v lino-
Iénico) son los responsables de las propiedades se-
cantes de los aceites ya que a través de transforma-
ciones quimicas, principalmente de oxidacidn,
conducen a la formacién del polimero linoxina. La
destruccion de este polimero conduce la formacidn
de dcido acelaico, dcido dicarboxilico no presente en
la composicidn original del aceite.

El procedimiento analitico para la identificacién de
aceites implica las siguientes etapas:

I. Hidrdlisis del triglicérido para liberar los dcidos grasos.

2. Preparacién de los derivados voldtiles de los dcidos
grasos para poder ser inyectados en el cromatdgrafo.

Al igual que ocurrfa en el caso de los aminodcidos, los
dcidos grasos no son voldtiles por lo que hay que re-
currir a la preparacion de derivados voldtiles. Existen
varios procedimientos para la obtencién de derivados
voldtiles de dcidos grasos. El procedimiento utilizado
en el Laboratorio de Quimica del LA.PH. supone la
obtencién de trimetilsililderivados de dcidos grasos
mediante la reaccién con el reactivo derivante bis-tri-
metilsililacetamida.

3. Inyeccién de la muestra
4. Separacion de dcidos grasos

La separacidn de dcidos grasos se consigue en las si-
guientes condiciones:

Fase movil: Nitrégeno, presién en cabeza de columna 25 psi.

Fase estacionaria: Polidimetilsiloxano
(columna HP-1, 30 m, 0.25 um, 0.25 mm d.i.)

Programa de temp: De 150°C a 230°C, gradiente 10°C/min.
Splitless a 230°C.
FID a 250°C.

Inyeccion:

Detector:

En el cromatograma de aceites se observan funda-
mentalmente los dcidos palmitico, estedrico y acelaico.
La presencia del dcido acelaico es consecuencia del
proceso de secado del aceite. Las diferencias entre
los tres tipos de aceites utilizados en restauracién es-
tdn en las distintas proporciones de dcidos palmitico y
estedrico.

Palmitico / Estedrico

Aceite de lino 07-14
Aceite de nueces 25-35
Aceite de adormidera 40-50
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Enla Fig. 9 se observa el cromatograma de una poli-
cromfa roja del Retablo de la Iglesia de la Encarnacién
de Albolote (Granada). Se detectan los dcidos acelaico,
palmitico y estedrico. La relacién dcido palmitico / dcido
estedrico (1.2) se corresponde con un aceite de lino.

IDENTIFICACION DE BARNICES

La cromatografia en fase gaseosa también tiene apli-
cacién en la identificacién de las resinas naturales em-
pleadas en la formulacidn de barnices. Estas resinas
estdn constituidas por polimeros derivados del iso-
preno. En su composicién aparecen dcidos e hidro-
carburos terpénicos. Pueden clasificarse en dos gran-
des grupos:
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