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Cromatograffa

Cromatografia planar — volver al futuro

Gertrud E. Morlock, Wolfgang Schwack

Introduccién

Laimportancia de la cromatograffa planary, en par-
ticular, de la cromatografia en capa fina, (TLC), se
ha subestimado extraordinariamente. En este arti-
culo subrayamos las caracteristicas singulares de la
cromatografia en capa fina de alto rendimiento
(HPTLC) en comparacién con tecnologfas alterna-
tivas con columnas. Se describen dos aplicaciones
con cromatografia planar para ilustrar el potencial
de esta técnica: la deteccién en base a la bioactivi-
dad, y el acoplamiento a un espectrémetro de ma-
sas (MS). La cromatografia planar celebra su 70°
aniversario. La técnica data de 1938, cuando en el
Instituto  Farmacéutico de Kharkov, Ucrania,
N.A.lzmailov y M.S.Shraiber crearon por primera
vez un cromatograma en capa fina circular[1].

Al paso con separaciones ultrarrapidas

Los beneficios de la HPTLC pueden ser demostra-
das por el andlisis de la sucralosa en diferentes pro-
ductos panificados dietéticos. Con esta tecnologfa
se realizaron mil andlisis cromatograficos en una
jornada de ocho horas [2]. La cromatografia para-
lela (el desarrollo de 46 carriles en ambos lados de
la placa en un solo paso de 15 min) y el sistema api-
lado (intervalos de 15 min por paso del sistema api-
lado) alcanza facilmente un alto caudal. Estos and-
lisis se completan dentro de los 20 segundos, con
un consumo de cerca de 300 pL de solvente para
cada andlisis.

Este método se compara favorablemente con las
separaciones rapidas realizadas por la HPLC mas

Figura 1A: La cromatografia paralela de 46 mues-
tras y un minimo de preparacién de muestras (la
matriz permanece en al origen) conduce al andlisis
cuantitativo y econémico.
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Figura 1B: Evaluacion en 3D de algunos carriles
de la placa

moderna donde, por ejemplo, con un gradiente de
2 min se podrian realizar 720 andlisis en 24 horas.
Por eso, los métodos en base a la HPLC para el
andlisis de sucralosa normalmente emplean la SPE
para extraer la muestra; sin embargo, esto no es
necesario para la HPTLC (ver figura 1). Este méto-
do simple puede ser utilizado cuantitativamente
con certeza, pues se obtuvo una desviacién estan-
dar relativa (RSDs) de 0,5 — 4,0 % para diferentes
tortas y biscochos [2]. Se ha alcanzado un limite de
deteccion (DL) de 1 mg/kg en confecciones lacte-
as (sin pasos de enriquecimiento), lo cual cumple
con los requisitos de la legislacién europea [3].

Experimental

Se aplicaron carriles de 6 mm utilizando el TLC
Sampler 4 (ATS 4, CAMAG Suiza). La cromatogra-
fia fue realizada sobre placas HPTLC de silica gel 60
F254 (Merck, Darmstadt, Alemania) utilizando un
gradiente de 15 pasos en base a metanol, dicloro-
metano y n-hexano por AMD2 (CAMAG). La de-
teccién en base a efecto y por inmersién automati-
zada (ChromaDex, Boulder Co. EE UU) y la ima-
genologia por BioLuminizer (CAMAG) han sido se-

Los mismos
cromatogramas
una y otra vez

Desarollo totalmente automatizado

La Camara de Desarrollo Automético ADC 2
crea condiciones reproducibles para el desarrollo
de placas de Cromatografia en Capa Fina.

El entorno puede cambiar, asi como

la habilidad del analista, pero el cromatograma

serd el mismo. jPuede contar con ello!

El instrumento puede trabajar aislado o bajo winCATS,

guidas por una documentacién digitalizada con el
sistema DigiStore 2 (CAMAG). Los espectros de
masa fueron obtenidos dentro de segundos de la
placa HPTLC utilizando el andlisis directo en tiem-
po real (DART, lonSense, Danvers MA, EE UU)
con los siguientes parametros en el modo de iones
positivos: flujo de helio 1,8 L/min, distancia de
muestreo 1 cm (utilizando la tecnologfa separado-
ra de gas de iones - GIST - con el tubo de cerdmi-
ca), calefaccion del gas a 350° C, segundo electro-
do perforado 100 V, catodo 250 V. EI LTQ Orbi-
trap XL hibrido FT-MS (espectrémetro de masas
por transformada de Fourier de Termo Fisher
Scientific) se utilizé en el modo de barrido comple-
to (m/z 100 — 1000) para la identificacién de com-
puestos.

Resultados y discusion

La deteccion en base a la bioactividad: cada dia se
usan 100 000 compuestos quimicos [9] y un ndime-
ro significativo de ellos entra potencialmente en el
medio ambiente a través de fuentes locales. Para los
analistas, el universo de los productos quimicos es-
td en expansion debido a la necesidad de identificar
metabolitos y productos transformados al evaluar

el software que integra cGMP, Cualificacion y 21 CFR 11.
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el riesgo de un compuesto quimico. Por eso, es im-
portante abrir nuevos caminos y aplicar la detec-
cién en base a la bioactividad como una técnica ana-
litica complementaria al andlisis enfocado al analito.
Es asi que, tanto el analito buscado como un amplio
rango de compuestos desconocidos, incluyendo los
metabolitos, productos secundarios, contaminan-
tes del proceso, productos adulterados o de migra-
cién, generan un efecto diferente — se detectan en
mezclas complejas, en el rango de picomoles en,
por ejemplo, agua de desechos, muestras forenses,
cosméticos, bienes de uso o alimentos.

Varios tipos de sistemas de deteccién en base a bio-
efectos se pueden acoplar fécilmente a la cromato-
grafa planar. El drea de investigacion actual se cen-
traliza en microorganismos recombinantes (siste-
mas de genes reporteros) que indican un efecto es-
pecifico, tales como la toxicidad, la mutagenicidad
o los dafios oxidativos. Un sistema indicador para
sustancias bioactivas en general es el sistema Bio-
Luminex, que usa la bacteria Vibrio Fischeri. Las
bacterias Vibrio Fischeri son bien conocidas en el
campo del andlisis medioambiental, porque se las
usa en el ensayo Microtox. Sin embargo, siendo un
ensayo de cubeta, ellas sélo indican la suma de la
bioactividad de una muestra y no los compuestos
singulares bioactivos. Esta suma de pardmetros
puede conducir a resultados erréneos si en la
muestra hay compuestos que amplifican o inhiben
la luminiscencia. Por eso es razonable combinar es-
tos ensayos con una cromatografia para obtener
informacién fiable y para evitar el aislamiento fas-
tidioso de componentes singulares, seguido de en-
sayos para determinar los efectos bioldgicos. El
protocolo del andlisis en base a efectos se realiza
en cuatro pasos automatizados. Tras la aplicaciéon
y el desarrollo multiple automatizado, la placa se
introduce automadticamente en una suspension de
la bacteria luminiscente Vibrio Fischeri, para detec-
tarla posteriormente.

El formato planar de la fase estacionaria y el princi-
pio de operacién por lote de la HPTLC son espe-
cialmente aptos para este tipo de ensayos post-cro-
matogréficos. Ob-

cién del HPLC. Ademas, los bioensayos pueden to-
marse el tiempo necesario para la incubacién sin
consideracién alguna de los pardmetros operacio-
nales del instrumento. Hasta ahi, los acercamientos
practicos ya ofrecen resultados prometedores en el
campo de la cosmética [10] y de productos natura-
les, ver figura 2 [11].

Acoplar un espectrometro de masas segtin la
necesidad: Una vez detectada una sustancia bio-
activa, la pregunta siguiente sera ;Qué es? Habra
que identificar zonas desconocidas pero téxicas al
Vibrio Fischeri. Esto implica que la HPTLC debera
ser acoplada a un MS apto para la elucidacién de
la composicién elemental y estructural, como un
TOF (MS de tiempo de vuelo), que produce infor-
macién exacta sobre las masas. El acoplamiento
de la cromatografia planar con un espectrémetro
de masas es fundamental para la deteccién en
base a la bioactividad, ver figura 3.
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Figura 3: Espectro del HPTLC/DART-LTQ XL
(modelo de iones positivos) de una zona bioacti-
va, previamente detectada con la bacteria Vibrio
Fischeri, conduciendo a avarona (1) con una ma-
sa monoisotépica de 313,21621 para la molécula
protonizada.

viamente existen va-
rias y diferentes
ventajas de la
HPTLC sobre la
HPLC acoplada a
bioensayos: la fase
orgénica mavil, que
pudiese causar des-
activacién de enzi-
mas u organismos
vivos, se evapora y
no puede impedir la
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deteccién (es decir
no existe una limita-
cién); y los sistemas
de ensayo en base a
efectos  (enzimas,
receptores, sustra-
tos, bacterias genes
reporteros) pueden
aplicarse lenta y de-
liberadamente, do-
sificando la  meta
después de la cro-
matografia, y no de
forma continua du-
rante toda la opera-

Figura 2: Deteccién del
mismo carril con UV a
254 nm y 366 nm, segui-
do por la deteccién por
bio-efecto con la bacteria
luminiscente  Vibrio Fis-
cheri. Los componentes
bioactivos en el andlisis de
productos naturales no se
detectan necesariamente
con detectores regulares,
pero definitivamente son
detectados por sistemas
en base a efectos.

;Cudles son las ventajas del acoplamiento de
HPTLC con MS? Al contrario de las técnicas
columnares en linea, la cromatografia planar,
automatizada en cada paso por separado, permi-
te la evaluacion previa del andlisis. Después de eva-
luar o cuantificar la placa en base a efectos, se
puede aplicar la MS altamente especifica. La gene-
racién de un espectro de masas sélo para aquellas
zonas de interés o sélo para aquellos resultados
previos positivos, reduce sustancialmente los gas-
tos para muchas aplicaciones. Pero hay otras ven-
tajas, como el uso de la ionizacién por electros-
pray (ESI); la fase movil puede ser seleccionada
independientemente del MS, porque el medio
evapora luego del paso cromatogréfico.

Conclusién

Es impresionante que la cromatograffa planar pue-
da solucionar tareas dificiles de un modo facil. Una
matriz compleja puede dejarse en la zona de
arranque de la placa, permitiendo una preparacién
minima de la muestra, y aun asi no causa una con-
taminacién a la entrada de la columna.

Derivatizaciones selectivas solucionan tareas anali-
ticas, que de otra forma solamente se podrian re-
solver por HPLC-MS o detectores especiales. El pa-
pel de la TLC como una herramienta cualitativa de-

be de ser reconsiderada. Utilizando instrumenta-
cién apropiada, el método es cuantitativo. El anti-
guo proverbio, una imagen vale mil palabras, vale
también para la potencia de las comparaciones de
las imégenes digitalizadas en HPTLC, las que aho-
ra también pueden ser usadas para una cuantifica-
cion rdpida. Esta técnica puede ser validada para
cumplir los requerimientos de un andlisis fiable en
los limites de deteccién exigidos en muchas aplica-
ciones. Cumple también con los entornos regula-
dos tales como cGMP y cGLP. Habrfa que sacar la
cromatografia planar del basurero de la historia y
considerarla como una técnica de gran potencial.
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