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Cromatografia planar — volver al futuro
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Introduccién

La importancia de la cromatografia planar y, en
particular, de la cromatografia en capa fina,
(TLC), se ha subestimado extraordinariamente.
En este articulo subrayamos las caracteristicas
singulares de la cromatografia en capa fina de al-
to rendimiento (HPTLC) en comparacién con
tecnologias alternativas con columnas. Se descri-
ben dos aplicaciones con cromatografia planar
parailustrar el potencial de esta técnica: la detec-
cion en base a la bioactividad, y el acoplamiento
a un espectrémetro de masas (MS).

La cromatografia planar celebra su 70° aniversa-
rio. La técnica data de 1938, cuando en el Institu-
to Farmacéutico de Kharkov, Ucrania, N.A.Iz-
mailov y M.S.Shraiber crearon por primera vez
un cromatograma en capa fina circular[1]. Con
frecuencia se pasa por alto que la TLC se ha vuel-
to un método de alto rendimiento (HPTLC), que
puede competir en términos de velocidad con
métodos ultrarrapidos de cromatografia liquida
de alto rendimiento (HPLC). La cromatografia
planar es econémica al solu-

Este método se compara favorablemente con las
separaciones répidas realizadas por la HPLC mas
moderna donde, por ejemplo, con un gradiente
de 2 min se podrian realizar 720 analisis en 24
horas. La HPTLC aun dispone de otras ventajas
sobre los instrumentos mds modernos, obvia-
mente no en términos de eficiencia de separa-
cién, pero si en términos de genialidad, creativi-
dad y facilidad. Los componentes de las matrices
de leche, biscochos, dulces, chocolates y bebidas
son retenidos con fuerza en el origen del absor-
bente, lo que permite un tratamiento rédpido de
las muestras. Una matriz espesa fijada y adherida
en la regién de origen no influye en la HPTLC,
que es de uso Unico, pero si en una columna
HPLC, ya que esta matriz se enriquece con cada
inyeccién.

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). Es-

cionar problemas dificiles de
forma simple. La deteccién
en base a bio-efectos y en
combinacién con la espec-
trometria de masas de alta
resolucién (MS) puede iden-
tificar sustancias bioactivas
con efectos dafiinos, que no
pueden ser detectados por
técnicas analiticas, como la
HPLC-MS-MS.

Al paso con separa-
ciones ultrarrapidas

Los beneficios de la HPTLC

Figura 1A: La cromatografia paralela de 46 muestras y un minimo de
preparacién de muestras (la matriz permanece en al origen) conduce
al andlisis cuantitativo y econémico.

pueden ser demostradas
por el andlisis de la sucralo-
sa en diferentes productos
panificados dietéticos. Con
esta tecnologia se realizaron
mil andlisis cromatograficos
en una jornada de ocho ho- w00
ras [2]. La cromatografia pa-
ralela (el desarrollo de 46
carriles en ambos lados de la g
placa en un solo paso de 15 101z
min) y el sistema apilado (in-
tervalos de 15 min por paso
del sistema apilado) alcanza
facilmente un alto caudal.
Estos andlisis se completan
dentro de los 20 segundos,
con un consumo de cerca de
300 plL de solvente para ca-
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Figura 1B: Evaluacién en 3D de algunos carriles de la placa

te método simple puede ser utilizado cuantitati-
vamente con certeza, pues se obtuvo una desvia-
cién estandar relativa (RSDs) de 0,5 — 4,0 % pa-
ra diferentes tortas y biscochos [2]. Se ha alcan-
zado un limite de deteccién (DL) de 1 mg/kg en
confecciones lacteas (sin pasos de enriquecimien-
to), lo cual cumple con los requisitos de la legisla-
cion europea [3].

Economizando el anilisis

La HPTLC es econémica. Un simple paso de de-
rivatizacién permite el uso de detectores simples
para la deteccién de un analito sin cromdforo.
Con esto se evita el uso generalizado de detecto-
res costosos, tales como el ELSD (detector eva-
porador de luz dispersa), el detector de aeroso-
les cargados o el espectrémetro de masas (MS).
Por ejemplo, un andlisis de rutina de sucralosa,
que se suele hacer con una extraccién por SPE se-
guida de HPLC-ELSD [4] o SPE con HPLC-MS-MS
[5], y hasta de HPLC-MS-MS, empleando una su-
cralosa estandar marcada isotépicamente (sucra-
lose-d,) [6]. Sigue asombrando que muchos ana-
listas ignoren la HPTLC-vis, que puede solucionar
las tareas sin alglin paso de purificaciéon SPE. Hay
una tendencia generalizada a subestimar la alta
selectividad ofrecida por las reacciones de deriva-
tizacién. Consecuentemente, se tiende a recurrir
a preparaciones mas complejas de las muestras, a
detectores costosos y a sistemas cromatograficos
acoplados. La pregunta deberfa ser “;Cémo pue-
do resolver esta tarea analitica de la mejor for-
ma?”, y no “;Cémo puedo resolver la tarea con
el método que mejor manejo?”
Aproximadamente el 10 — 20 % de los métodos
HPLC, dependiendo del campo de aplicacién, po-
drian ser realizados con mayor economia por
HPTLC. ;Porqué no utilizar HPTLC si la resolu-
cién estd garantizada por MS y la pureza del es-
pectro UV, haciendo una separacién mds alta in-
necesaria?
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Figura 1C: La curva de calibracién con un rango
de 15 - 75 ng/Banda
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La funcién “Retro” de la TLC

Es sorprendente que la TLC sea tan ampliamente
subestimada y concebida como un método anti-
cuado. La mayoria de los analistas no utilizan el
pleno potencial del método. La mayoria de las
aplicaciones apuntan a un tamizaje en el andlisis
de alimentos [7] o farmacos [8], pero el método
puede mucho mas. Existe una falta de confianza
generalizada en el método debido a una falta de
experiencia en las versiones avanzadas de esta
técnica. Esto también refleja la falta generalizada
de actividad de investigacién en cromatografia
planar. El método ofrece resultados cuantitativos
si se emplea la instrumentacién debidamente, y el
andlisis es realizado apropiadamente, pero la téc-
nica llegaria a ser mas popular si existiera un ma-
yor nivel de entrenamiento avanzado, mucho
mas que el ya existente “retro” entrenamiento
TLC.

En este articulo se describen dos aplicaciones mo-
dernas y “avanzadas” en la cromatografia planar:
el acoplamiento a un espectrémetro de masas y
la deteccién en base a la bioactividad parailustrar
el potencial de la técnica.

Experimental

Se aplicaron carriles de 6 mm utilizando el TLC
Sampler 4 (ATS 4, CAMAG Suiza). La cromato-
grafia fue realizada sobre placas HPTLC de silica
gel 60 F254 (Merck, Darmstadt, Alemania) utili-
zando un gradiente de 15 pasos en base a meta-
nol, diclorometano y n-hexano por AMD2 (CA-
MAG). La deteccién en base a efecto y por inmer-
sién automatizada (ChromaDex, Boulder Co. EE
UU) y la imagenologia por BioLuminizer (CA-
MAG) han sido seguidas por una documentacion
digitalizada con el sistema DigiStore 2 (CAMAG).
Los espectros de masa fueron obtenidos dentro
de segundos de la placa HPTLC utilizando el ana-
lisis directo en tiempo real (DART, lonSense,
Danvers MA, EE UU) con los siguientes pardme-
tros en el modo de iones positivos: flujo de helio
1,8 L/min, distancia de muestreo 1 cm (utilizan-
do la tecnologia separadora de gas iones - GIST -
con el tubo de cerdmica), calefaccién del gas a
350° C, segundo electrodo perforado 100V, ca-
todo 250 V. El LTQ Orbitrap XL hibrido FT-MS
(espectrémetro de masas por transformada de
Fourier de Termo Fisher Scientific) se utilizé en el
modo de barrido completo (m/z 100 — 1000)
para la identificaciéon de compuestos.

Resultados y discusion

La deteccion en base a la bioactividad: cada dia
se usan 100 000 compuestos quimicos [9] y un
ndmero significativo de ellos entra potencialmen-
te en el medio ambiente a través de fuentes loca-
les. Para los analistas, el universo de los produc-
tos quimicos estd en expansién debido a la nece-
sidad de identificar metabolitos y productos
transformados al evaluar el riesgo de un com-
puesto quimico. Por eso, es importante abrir
nuevos caminos y aplicar la deteccién en base a la
bioactividad como una técnica analitica comple-
mentaria al andlisis enfocado al analito. Es asi que,

tanto el analito buscado como un amplio rango
de compuestos desconocidos, incluyendo los me-
tabolitos, productos secundarios, contaminantes
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 fo-
renses, cosméticos, bienes de uso o alimentos.

Varios tipos de sistemas de deteccién en base a
bio-efectos se pueden acoplar facilmente a la cro-
matograffa planar. El drea de investigacién actual
se centraliza en microorganismos recombinantes
(sistemas de genes reporteros) que indican un
efecto especifico, tales como la toxicidad, la mu-
tagenicidad o los dafios oxidativos. Un sistema in-
dicador para sustancias bioactivas en general es el
sistema BioLuminex, que usa la bacteria Vibrio
Fischeri. Las bacterias Vibrio Fischerison bien co-
nocidas en el campo del andlisis medioambiental,
porque se las usa en el ensayo Microtox. Sin em-
bargo, siendo un ensayo de cubeta, ellas sélo in-
dican la suma de la bioactividad de una muestra y
no los compuestos singulares bioactivos. Esta su-
ma de pardmetros puede conducir a resultados
erréneos si en la muestra hay compuestos que
amplifican o inhiben la luminiscencia. Por eso es
razonable combinar estos ensayos con una cro-
matografia para obtener informacién fiable y pa-
ra evitar el aislamiento fastidioso de componen-
tes singulares, seguido de ensayos para determi-
nar los efectos biolégicos. El protocolo del andli-
sis en base a efectos se realiza en cuatro pasos au-
tomatizados. Tras la aplicacién y el desarrollo
multiple automatizado, la placa se introduce au-
tomdticamente en una suspensién de la bacteria
luminiscente Vibrio Fischeri, para detectarla pos-
teriormente.

El formato planar de la fase estacionaria y el prin-
cipio de operacién por lote de la HPTLC son es-
pecialmente aptos para este tipo de ensayos post-
cromatograficos. Obviamente existen varias y di-
ferentes ventajas de la HPTLC sobre la HPLC aco-
plada a bioensayos: la
fase organica movil,

UV 366 nm

Figura 2: Deteccién del mismo carril con UV a
254 nmy 366 nm, seguido 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 necesaria-
mente con detectores regulares, pero definitiva-
mente son detectados por sistemas en base a
efectos.

mientos practicos ya ofrecen resultados prome-
tedores en el campo de la cosmética [10] y de
productos naturales, ver figura 2 [11].

Acoplar un espectrometro de masas segin la
necesidad: Una vez detectada una sustancia
bioactiva, la pregunta siguiente serda ;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 elucidacion de la composicién elemental y
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Figura 3: Espectro del HPTLC/DART-LTQ XL (modelo de iones positi-
vos) de una zona bioactiva, previamente detectada con la bacteria Vibrio
Fischeri, conduciendo a avarona (1) con una masa monoisotdpica de
313,21621 para la molécula protonizada.
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Figura 4: Acoplamiento de cromatografia planara con espectrometria de masas puede dividirse en dos

secciones: técnicas de elucién y de desorcién.

estructural, como un TOF (MS de tiempo de
vuelo), que produce informacién exacta sobre
las masas. El acoplamiento de la cromatografia
planar con un espectrémetro de masas es funda-
mental para la deteccién en base a la bioactivi-
dad, ver figura 3.

;Cudles son las ventajas del acoplamiento de
HPTLC con MS? Al contrario de las técnicas co-
lumnares en linea, la cromatografia planar, auto-
matizada en cada paso por separado, permite la
evaluacion previa del andlisis. Después de evaluar
o cuantificar la placa en base a efectos, se puede
aplicar la MS altamente especifica. La generacién
de un espectro de masas sélo para aquellas zonas
de interés o sélo para aquellos resultados previos
positivos, reduce sustancialmente los gastos para
muchas aplicaciones. Pero hay otras ventajas, co-
mo el uso de la ionizacién por electrospray (ESI);
la fase movil puede ser seleccionada independien-
temente del MS, porque el medio evapora luego
del paso cromatogrifico.

El uso de las técnicas de acoplamiento depende
de las preferencias del usuario. Existen varios
acercamientos que permiten la captacion directa
del espectro MS, a veces dentro de segundos, de
una zona de HPTLC a presién atmosférica (ver fi-
gura 4), por ejemplo, por desorcién e ionizacién
por electrospray (DESI) [12], andlisis directo en
tiempo real (DART) [13], desorcién/ionizacién
por ldser asistida por una matriz (MALDI)
[14,15], o ESI utilizando un extractor en-linea [16
— 20], método con el cual se obtuvo un limite de
deteccién (LODs) en el rango de pocos picogra-
mos (pg) por banda [21].

Conclusién

Es impresionante que la cromatografia planar
pueda solucionar tareas dificiles de un modo fa-
cil. Una matriz compleja puede dejarse en la zo-
na de arranque de la placa, permitiendo una pre-
paracién minima de la muestra, y aun asi no cau-

sa una contaminacién a la entrada de la columna.
Derivatizaciones selectivas solucionan tareas ana-
liticas, que de otra forma solamente se podrian
resolver por HPLC-MS o detectores especiales. El
papel de la TLC como una herramienta cualitati-
va debe de ser reconsiderada. Utilizando instru-
mentacién apropiada, el método es cuantitativo.
El antiguo proverbio, una imagen vale mil pala-
bras, vale también para la potencia de las compa-
raciones de las imagenes digitalizadas en HPTLC,
las que ahora también pueden ser usadas para
una cuantificacién rapida. Esta técnica puede ser
validada para cumplir los requerimientos de un
andlisis fiable en los limites de deteccién exigidos
en muchas aplicaciones. Cumple también con los
entornos regulados tales como ¢cGMP y cGLP.
Habria que sacar la cromatografia planar del ba-
surero de la historia y considerarla como una téc-
nica de gran potencial.
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