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para soliciter MODELO DE UTTLIDAD
a nombre de UNIVERSIDAD COMPLUTENSE
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con domicilio en Madrid-3

© por: "DISPOSITIVO PiRFECCIONADO PARA IA CROMATOGRAFIA
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E1l presente invento debido & los Sres. D.
Rafael Pérez Alvarez-Ossorio, D8 M8 Luz Quiroga Fei-
jéo, D. CarlostAlvarei Ibarra, D8 Rosario Haro Ramos,
pertenecientes todos al Departamento de Quimica Orgd-
nica, de la Facultad de Ciencias de Univeraidad Complu
tense y a D. Juan Antonio Quesada de la Cruz, se refig
re & un nuevo dispositivo parae cromaﬁografia en colum-

na seca con elucién ascendente.

- ANTECEDENTES DEL INVENTO =

La técnica cromatogréfica,'qn.todas‘sus va-
riantes, resulta ser un procedimiento que hoy dia es
rutindrio en los laboratorios de investigacidn, tanto
a escala analitica como preparativa. No obstante, es-
ta dltima etapa, la utilizacidén con fines preparativos
de la técnica requiere'muchas veces una normalizacién
del procedimiento, con sacrificio de los mejores valo
res logrados en los ensayos analiticos.

Son sobradamente conmocidas las dificultades
que respecto a la cromatografia en placa fina se ob-
servan al intentar reproducir los Re caracteristicos
de los ensgsayos de placa en una columna provista del
mismo adsorbente y eluida con el mismo sistema que
permitid la caractefizacidn anali{tica de los compo=-

nentes de la mezcla. Estas dificultades, se traducen
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en una pérdida de la resolucién neta, o en uns dismi-

nucién de su rendimiento. En todos los casos, las di-
ficultades se solventan a tenor de las necasidadés y
la pérdida del rendimiento se ve compensada muchas
veces por el interés de la muestra, de ahi que la tég
nioa se convierta més propiamente en un procedimiento
semipreparativo.

La §romatografia en placa preparativa pre-
senta une ﬁejor reproductividad que la efectuada en
columna pero sus limitaciones radican en que la dosis
de la muestra pfoblema es funcidén de la cantidad de -
adsorbente depositado.

“Por lo incompleto de ambas técnicas, una de
bido al escaso rendimiento de la resolucidén y la otra
a limitgciones de "carga", todo investigador ha debi-
do pensar-én congeguir la complgmentaridad de ambas
eﬁ una modificacién que presenfe las ?eptajas de una
¥y otfag

La cromatografia en columna seca con elucidn
ascendente de la muestra presenta las ventajas de la
redbluoién de loé ensayOS‘de placa preparativa, y év;
ta las limitaoioneé que la relaci6n gramos de muest;a,
gramos de adsorbente, imponia a la misua. b

Por otra parte, el proceso mediante el cual

se separan los componentes de una muestra en la super
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ficie de una placa”fecubierta de manera homogénea por

un adgorbente, es enteramente reproducido en la colum
na, por ascenso capilar de la fase liquida a lo largo
de la 1ongitud disponible.

Los antecedentes de la técnica datan de 1967
(B, Loev y M. M, Goodman, "Chem. Ind. (1967) 48, 2026).
Estos autores resuelven mezclas de diferente composi~
cidén por elucién descendente en columna seca, reprodu~
ciendo las.condieiones de sebaracidn observadas en pla
oa fina.

Casgi simultdneamente a los ensayos de Loev y
Goodman antes citados, Bhalla y otros (Journal of Chro
matography, 26 (1967) 54~61) introducen una importan-
te modificacidén a la técnica de cromatografia en pla-
ca fine preparativa.

Dichos aﬁtores preparan el adsorbente de ag
tividad previamente ensayada, y llenan una columna de
vidrio cerrads en su extremo por un tapén de goma que
retiene el adsorbente sobre un lecho de algodén. Relle
na la columna y compactada por vibracién o golpeteo,

ge deposita en su extremo superior la mezcla & separar

-que puede ser homogeneizada con adsorbente antes de in

troducirla en la columna, Hecho esto, se dispone enci
ma de la muestra un pequefio espesor de adsorbente. Se

cierra este extremo con un papel de filtro que se re-
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tiene alrededor de la columna con un fino cordel de

algoddén. La expulsién de aire en esta columna se re-

suelve presionando el adsorbente en cada fase de lle-
nado.

5 Para el desarrollo de la misma, se invier-

te el sentido de esta y se deposita en el seno del -
gistema liquido, sustituyendo al mism6 tiempo el cig
rre terminal por otro que va conectado & una bomba de
vacio estabilizada pars 500 mm de presién,
10 La técnica se sigue en pocos minutos, y al
término de su desarrollo se extruye el contenido y se
extrae con un artefacto denominado "sooopula'". Las zo
nas de adsorciédn son detectadas por'exposicién de-es-
tas muestras a los vapores de yodo.

15
Los autores aplicaron la técnica a la reso-

lucién de mezclas sintéticas de diferente naturaleza y

composicibn, observado resultados en buen acuerdo con

la resolucidén obtenida en placa fina. El criterio uti
ng ot lizado para seguir la pureza de los compuestos extrai
., dos, es el de tomar sus puntos de fusién., La purifica
:g. cién totalise consgigue después de uﬁa sole recristali

zacién,

| Sin embargd, tanto el procedimiento de 60-

géi lumna descendente como el de columna ascendente pre-

24-5=74. , -5~
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'gentan viertos inconvenlentes.
Asi en la técnica de cromatografia en colum
na con elucién descendente hay gque reéeﬁar: '
a) resulta inevitable la formacién de burbu
jas en contracorriente con el liquido.
| b) La compacidad de la columna observa un
gradiente considerable, correspondiendo la menor a
la zona superior que es donde se deposita la muestra.
0) Ia déformacién del frente de alimentacién

estd ocasionada fdcilmente por las causas indicadas

‘en los apartados a y b.

d) el efecto de la gravedad se superpone al
de capilaridad, por lo gque la reproduoibilidad de los
ensayos ahaliticos,en placa fina es, de principio, 1i
mitada. .

‘e) La difusién de zonas es inevitables; es-
to se traduce en una reépuesta poco cuantitativa de -

la resolucién.

£) La separacién de los frentes adsorbidos
(4 L), es funcién de la difusién de las zonas; por es—
ta causa, /L puede'llegar'a tener signo negatiVO.con
el consiguiente golapamiento de frentes.

g) La causa indicada en £) motiva una pérdi
da de resolucién neta;

Frente a estas limitaciones précticas, el
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éxito de la técnica, en contraste con los ensayos en
columna himeda, habla en favor de su ufilidad.

Las salvedades opinadas no restan motivos
para su aplicacién, ya que algunas de ellas pueden
ser minimizadas por la prdctica rutinaria de la téc-
nica. .

En lo que respecta a la técnica de cromatg
grafia con elucidén ascendente descrita por Bhalla y
otros se cree que frente a la anterior presenta las
giguientes ventajas:

. a) el fenémeno de capilaridad es el deter-

minante de la separacién.

b) la formacién de burbujas debe seguir flu
jo paralelo al de la elucién, con una deformacidén del
frente menos cadtica que en el primer caso.

! En cuanto a las limitaciones, que segin la
opinién de los autores del presente invento cabe atri
buir a dicha técnicaczwedestacar lag siguientes:

a) La succidén constante limita el uso del
sigtema 1iquido & un solo disolvente.

. b) esta misma causa puede conducir a la de-
formacién del frente.

c) este defecto determina 1a;contéminacién

de los frentes adsorbidos.
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- finalmente

| d) el utillaje de esta técnica limita la ﬁt;
lizacidén de columnas & las de tipo rigido: vidrio, cuar

20 0 nylén.
e) la extrugidén obligada del compactado pue-

de determinar la contaminacién postooperatoria.
£) la longitud de le columna viene condicio-
nada por el requisito de la extrusiém que determina el

ugo de longitudes peguedias.

DESCRIPCION DETALLADA DEL DISPOSITIVO
OBJETOQ DEL INVENTO,

Con el fin de subsanar los inconvenientes

anteriormente resefiados para la técnica de la croma-
tografia en columna con elucidén agcendente, se hicig
ron una serie de intentos con diversas formas de la
columna haste obtener un dispositivo mejorado gue pro
dujo los resultados méds satisfactorios.

_ En los dibujos que se acompafian la figura
1 iepresenta un primer intento de dispositivo en co-

lumna pars cromatografia con elucidén ascendente y ali

mentacién "concéntrica" del liquido.

La figura 2, representa otro dispositivo en
sayado para cromatografia en columna con elucibén as-

cendente y alimentacidén "excéntrica" del liquido, ¥y




La figura 3, representa el dispositivo'ﬁé}-
feccionado objeto del invento en-el cual se obtuvieron
los resultados mds satisfactorios.

A continuacién se describird el dispositivo
de la figurav1, haciendo referencia a las partes éons-
titutivas del mismo. Dicho dispositivo oon alimentacién
"coﬂcéhtrica" consta de un embudo de adicién 1 de una
tubuladora péra paso de ligquido 2, una 20na para el ad
sorbente desactivado y equilibrado 3, un plato de ali-

10 mentacién 4 en donde se situa la muestre a separar, una
pléca filtrada 5 y la cubeta del disolvente 6, que es
la zona constituide por la pafte inferior del disposi-

. tivo.

Con el dispositivo de la figura 1, con el que

15 se intenté subsanar los defectos de la cromatografia deg
cendente antes citedos no se obtuvieron resultados sa-
tisfactorios, debido a que la presidén hidrostdtica, ade
nds de ser variablé, rebasa en su médximo la velocidad
de ascensién capilar, con lo que se crea un flujo tur-

20" bulento en su degarrollo con un resultadb negativo glo

bal; Adends un inconveniente de tipo préctico es el he-

cho de que la columna de ligquido estd oculta a la vi-

sién.

Para evitar el defecto anterior se ensaydo el

s dispositivo de la Figura 2 que tiene como caracteristi

24=5-T4 . -9-
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" te, con una sola tubuladura lateral para la purga de

ca principal la alimentacidén excéntrica del disolven

burbujas y que al mismo tiempo cumple la funcidn de
medidor del nivel del liquido. En dicha figuré puede
verse el embudo de adicibn 1 que conecta con la cube-
ta de disolvente 2, por encimag de la cual parte la tu
buladura lateral 3 antes citada. El cuerpo 4 es una cu
beta de vidrio que contiene el adsorbente desactivado
y equilibrado 5 y la zona 6 representa el lugar donde
se deposita la muestra a separar. La zZong representada
por 8 corregponde a el recinto encerrado por una envol

vente de pldstico flexible y transparente rellena de -

adsorbente que se empotra en la cubeta de vidrio 4.
Sin embargo para la salida del aire que ini
cialmente se forma en la elucidén se comprobé que no -
era suficiente una sola tubuladura, existiendo ademés
el inconveniente de que se perdia el liquido que rebo
sa de la misma. |
Después de ensayar los dos dispositivos an-
tes citados se llegdé al dispositivo de la Ffigura 3 que
constituye la realizaciédn preferida del invento.
Dicho dispositivo como puede verse en la fi
gura 3 mencionada en vista frontal y en planta consté

de un embudo de adicién 1, una cubeta de disolvente 2

que constituye la parte inferior del cuerpo de vidrio

- 10 =
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representado por la linea de trazo grueso, una plura-

lidad de tubuladuras laterales 3 (que en lg figura son

tres) existiendo ademds una tubuladura lateral 4 medi-

. dora de nivel que como puede apreclarse comunica con el

tubo de unién que conecta el embudo de adicidén 1 con la
cubeta 2. Encima del cuerpo de vidrio que constituye la
cubeta con las tubuladuras se empotra una tripa de plds
tico de altura variable en la que se deposita adsorben-~
te desactivado y equilibrado 5, el cual también se en-
cuentra en la zona representada por 6 situada entre la
muestra a separar-7 ¥ la placa filtrante 8.

En dicho disgefio optimizado el medidor de ni-
vel alcanza una altura que por lo menos es 2 cm infe-—
rior a la zona en que se deposita la muestra con lo -
cual se reproducen las condiciones de elucién en la pla
ca fina. E1l desarrollo es lento y la altura del adsor-
bente que se dispone entre lag placa y la muestra asegu-
ra la buena simetria del frente eluido.

Con el dispositivo perfeccionado objeto del
invento se ha conseguido resolver mezclas de alcoholes
diagtereoisbmeros aciclicos de enorme dificultad, como
se describe en la publicacién de algunos de los autores
del invento hacen para "Anales de Quimica de la Real So
ciedad Espafiola de FPisica y Quimica" - numero de homena

je al profesor Lora-Tamayo (en prensa) —-.
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i Como es ‘evidente para los expertos en la
técnica son evidentes variaciones y modificaciones
del invento sin salirse del alcance de las reivindi

caciones siguientes.

5
-~ RUIVINDICACIONES -
10
Los puntos que como caracteristica de nove-
15 dad se presentan para que sean objetolde esta solici-
tud de Modelo de Utilidad en Egpafia, por VEINTE afios,
gon los que se recogen en las reivindicaciones siguien
tes:
18 .- Dispositivo perfeccionado para cromato-
20:.. grafia en columna seca con elucién ascendente del tipo
TG:T constituido por un embudo de adicidn, una cubeta de di-
i:hf: solvente, una tubuladora para paso de liquido y una pla
z‘oé ca filtrénte, caracterizado porque el embudo de adicién
.J:OL v la tubuladora para el paso del liguido se encuentran
25-' al exterior de la columna propiamente dicha y en comu-~

24=5=74." | - 12 -




..nlcacidén con ella;por su parte inferior, porque exig

te una pluralidad de tubuladoras laterales para la -

purga de burbujas de aire espaciadas en torno al cuer

po de la columna y porque ademids existe una tubuladu-
5 ra lateral medidora de nivel.

28,— Dispositivo segin la reivindicaciédn 1%,
caracterizado porque las tubuladuras de purga parten
del cuerpo de la columna propiamente dicha por debajo
de la placa filtrante.

10 8,~ Digpositivo segun las reivindicaciones

18 0 28, caracterizado porque el medidor de nivel al-

canza una alturg inferior a la de la zona en la gue se
deposita la muestra.
| 48.~ Dispositivo segin las reivindicaciones
15 18 o0 28, o0 38, caracterizado por una altura variable
de columna de envolvente pldstica flexible y transpa-
rente.
58 ,~ DISPOSITIVO PERFECCIONADO PARA LA CRO-
MATOGRAFIA EN COLUMNA SECA CON ELUCION ASCENDENTE".
20 Tal y como se ha descrito en la Memoria que
v antécede, representado en los dibujos que se acompafian

¢ Ve y para los fines que se han especificado.
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Esta Memdria consta de catorce hojas escri-

tas a mdquina por una sola cara.
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