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Separación por cromatografía  

Cromatografía por columna Cromatografía por capa fina 

Equilibrar la columna a un 

pH 3.5 usando un buffer 

de citrato. 

De cada uno de los 

eluyentes se hace la 

recolección de un total de 

20 fracciones 

Una ves equilibrada se 

hace la siembra de la 

mezcla de aminoácidos. 

Esperar 10 minutos. 

Se recogen las primeras 20 

fracciones. 

Se retira el eluyente actual 

con una pipeta Pasteur 

Se cambia el eluyente 

inmediatamente por un 

buffer de fosfato con pH 8 

Se retira el eluyente 

actual con una pipeta 

Pasteur 

Se cambia el eluyente 

inmediatamente por un 

buffer de fosfato con pH 

11 

Con cada cambio de eluyente se 

obtiene la separación de un 

aminoácido diferente en función de 

su punto isoeléctrico. 

Trazar una línea con lápiz 

en la zona inferior de papel 

Whatman 

Señalar dos puntos en esta 

línea como punto 1 y 2 

Sobre estos pontos aplicar 

una gota de muestra de 

soluciones de aminoácidos 

con una micropipeta 

En un vaso de precipitado 

introducir el papel 

Whatman 

Verter solvente 

cuidadosamente hasta que 

quede ligeramente debajo 

de la línea marcada con 

lápiz 

Dejar durante 30 minutos 

hasta que el solvente 

ascienda por el papel 

Sacar el papel y señala con 

el papel hasta dónde llega 

la fase móvil 

Este será el frente 

cromatográfico 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Se realiza el perfil cromatográfico 

A cada una de las fracciones 

recolectadas se le hace la reacción 

de Ninhidrina 

0,5 ml de la fracción y se le agrega 

0,5 ml del reactivo de Ninhidrina 

Baño maría por 15 min. 

Esperar a que enfrié. 

Se le agregan 2 ml de agua 

Se les da absorbancia a 570 

nanómetros en un 

espectrofotómetro 

Una vez seco en el papel se 

apreciarán marcas de color 

violeta 

Una vez seco pulverizar en 

el papel la Ninhidrina y 

dejar secar nuevamente 

Calcular el factor de 

retención según la 

distancia recorrida de cada 

aminoácido y su distancia 

del frente cromatográfico 

Estas representaran a los 

aminoácidos 

Identificar cada uno 


