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editorial

El Boletin ha cambiado de imagen: portada de nuevo disefio, formato
mds amplio... También nuevas Secciones. Como prometimos, se inicia una,
dedicada a las actividades de los distintos grupos de trabajo que constituyen
e/ GCTA,; en este nimero, le ha tocado al Servicio de Higiene y Seguridad
en el Trabajo de Barcelona. Queremos expresar desde aqui nuestro agrade-
cimiento a todos aquellos que nos han prestado su colaboraciér, haciendo
posible que el Boletin siga adelante. Un comentario: apenas se han recibido
propuestas de logotipo para el GCTA,; recordamos pues, a todos, que el
concurso sigue abierto.

cartas a la redaccion

Nota de Perkin-EImer Hispania:

*...En el Gltimo Boletin, en la pégina 46, se dice que la firma Varian es la compaiiia
mas importante en instrumentacion estadounidense. A este respecto, se adjunta clasifi-
cacion de empresas, aparecida en la revista “Fortune”, de abril del 8B4, en la que se ve
claramente que Varian ocupa por sus ventas el lugar 358, mientras que Perkin-Eimer ocupa
el lugar 291", F. Farré-Rius.

- " 8

Nota de don José Rafel Montala:

“Quisiera indicar que en el anuario de 1984, si bien mi nombre figura correctamente
escrito, en cambio no se encuentra en la letra R de mi primer apellido, sino en la M del
segundo’’.

Si usted cree que alguno de sus colegas o amigos puede estar interesado en recibir
informacion del GCTA, por favor, rellene y envie la hoja adjunta.
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palabras del presidente

La progresiva incorporacion de los microprocesadores a los objetos que nos rodean
en el laboratorio y fuera de él, esta suponiendo un cambio de mentalidad en lo que los
utilizamos. Los cromatografistas sabemos que pese a lo simple que resulta hacer un
analisis, hay muchos pardmetros que deben ser tenidos en cuenta y que conviene comprobar
y controlar, para estar sequros de que los resultados que nos proporciona el instrumento
pueden ser interpretados correctamente. El microprocesador nos ha echado una mano
en todo esto. Hoy dia, muchas de las preocupaciones normales del cromatografista han
sido descargadas sobre ese pequefio ingenio que comprobara con frecuencia los valores
de los parametros, y los corregira cuando comiencen a producirse desviaciones, antes
incluso de que nosotros pudiéramos darnos cuenta. La cuantificacion de los cromatogramas,
medidas de tiempos, etc., son solo parte de las muchas tareas que ya no tenemos que realizar.
En definitiva, cada vez es mds facil que tareas complicadas pueden ser confiadas a personas
con menor formacion en el campo concreto. El instrumento hard el resto. En palabras
de una compariera de trabajo: “Los enanitos no se equivocan”.

Los que llevamos unos afios manejando las técnicas cromatograficas, quiza utilizando
en otros tiempos instrumentos mas primitivos que los actuales, somos mas conscientes
que los recién llegados de las ventajas que todo esto supone. Pero quizad nuestra mayor
experiencia nos hace conscientes también de que el instrumento, no importa qué grado
de sofisticacion haya alcanzado, no lo es todo. A pesar de los adelantos, en definitiva sigue
siendo necesaria la intervencion del especialista a la hora de elegir columna, condiciones
del analisis, parametros de integracion... Quiza incluso ahora mds que nunca, cuando los
instrumentos son mas capaces de dar resultados “‘a pesar de nuestros errores”’.

El Grupo de Cromatografia y Técnicas Afines organiza actos que tienen en cuenta esta
necesidad de mantenerse al dia, de intercambiar informacion y nuestros conocimientos
con otras personas que trabajan en campos afines a los nuestros o que por lo menos,
manejan en la solucidbn de sus problemas las mismas técnicas que nosotros empleamos
para solucionar los nuestros. Desde esta pagina del Boletin yo no puedo menos que re-
comendar a los miembros del Grupo que aprovechen esas oportunidades: todos saldremos
ganando. El funcionamiento de los grupos locales depende mucho de los asistentes a las
reuniones y no solo de las personas que de un modo totalmente desinteresado han aceptado
sobre si la responsabilidad de organizarlos. Ahora estd comenzando su andadura el grupo
local de Madrid. El de Barcelona ha estado celebrando reuniones desde hace ya unos afios.
En ambos casos hace falta que los miembros del Grupo nos demos cuenta de que a todos
nos interesa que esas reuniones informales continlen, y nuestra primera contribucion a
ellas debe ser la de asistir.

Ademas de estas reuniones informales existen otras que no lo son tanto. Este afio te-
nemos programadas dos: el Simposio de Cromatografia de Castellon de la Plana, y las
Terceras Jornadas de Anadlisis Instrumental, a celebrar en Barcelona en el marco de
Expoquimia-84. Dos acontecimientos cuyo interés desde el punto de vista que comentamos
no ofrece la menor duda. Y no solo para los que presenten trabajos en ellos. Al ser acon-
tecimientos de alcance nacional la asistencia es mayor, y como consecuencia también lo
son las posibilidades de ejercer esa actividad tan propia del GCTA: intercambiarnos
informacion entre todos.

Y no olvidemos a nuestros compafieros o conocidos que trabajando en tareas que
implican el uso de la cromatografia o de cualquiera de las técnicas que le son afines, no
estan aun formando parte del Grupo. Invitémosles también a asistir a nuestras reuniones
porque también ellos, sequramente, tendran algo que ensefiarnos.

J.A. Garcia Dominguez (Presidente en funciones)



actividades inmediatas del gecTA

REUNION CIENTIFICA ANUAL DEL GCTA

El Grupo de Cromatografia y Técnicas Afines organizara su proxima Reunion Cientifica
Anual durante los dias 27 y 2B de setiembre prdoximo, en el marco de la XX Reunién Bienal
de la Real Sociedad Espafiola de Quimica, que tendra lugar en la ciudad de Castellon durante
la ultima semana de setiembre.

La Bienal incluira 33 simposios, siendo el nimero 12 dedicado a Cromatografia.

Sede del Congreso
Colegio Universitario de Castellon, carretera de Borriol, Km. 0,800 (Castellén).
Informacion

Dr. Santiago V. de Luis, Colegio Universitario de Castellén, teléfono (964) 21 26 33.
Apartado de Correos 224, Castellén.

Avance de programa

Se celebraran dos Conferencias Plenarias: “Developments in fused silica capillary co-
lumns”, por M.L. Lee, de la Universidad Bringham Young de Utah, y “New trends in
detectors for HPLC”, por R.W. Frei, de la Universidad de Amsterdam.

Los titulos y autores de las Comunicaciones recibidas se detallan a continuacion:
— “Determinacion indirecta de Va.: |. Retencion del grupo metileno”.

Fernandez Sanchez, E., Fernandez Torres, A., Garcia Dominguez, J.A., Pertierra Ri-

mada, E., Molera Mayo, M.J., y Garcia Mufioz, J.

Instituto Rocasolano (CSIC). Madrid.

— "Determinacion indirecta de Vg.: |1, Uso de los patrones de McReynolds"".
Fernandez Sanchez, E., Garcia Dominguez, J.A., Menéndez, V., y Pertierra Rimada, E.
Instituto Rocasolano (CSIC). Madrid.

— “Aspectos del comportamiento de ésteres alifaticos en Cromatografia de Gases".
J. Bermejo, M.D. Guillén y A.l. Gonzélez de Andrés.
Instituto Nacional de Carbon (CSIC). Oviedo.

— “Estudio del comportamiento cromatografico de trimetilsilil éteres de mono- y disa-
caridos”’.
J. Cafiellas, A. Garcia-Raso, J. Garcia-Raso, |. Martinez Castro, A, QOlano, M. Paez,
J. Sanz y F. Saura.
Dpto. Quimica Orgédnica. Facultad de Ciencias. Baleares. Instituto de Quimica Organica.
Madrid. Instituto de Fermentaciones Industriales. Madrid.

— "“Comparacion del comportamiento de los polimeros porosos Chromosorb 101 y Chro-
mosorb 102 recubiertos con fases estacionarias en Cromatografia de Gases™.
M.T. Galceran, D. Barcelo y L. Eek.
Dpto. Quimica Analitica. Univ. Barcelona. Derivados Forestales, S.A. Barcelona.

— “Relaciones entre calores de formacion, indices de retencién (CGL) e indices molecu-
lares en hidrocarburos”’.
F. Saura Calixto, A. Garcia Raso y J. Garcia Raso.
Facultad de Ciencias, Univ. de Palma de Mallorca. Palma de Mallorca.

— “Contribucion de la Cromatografia de Gases a estudios de Transferencia de Materia
en sodio dinamico”’.
V. Acefia, M. Martin Espigares v G. Barrera.
Junta de Energia Nuclear. Madrid,



“Influencia de diversos parametros en posibles fenomenos de discriminacion. Analisis
cuantitativo de mezclas complejas por CG.

M. Herrdiz, M, Glez.-Raurich, G. Reglero y M.D. Cabezudo.

Instituto de Fermentaciones Industriales (CSIC). Madrid,

““Anomalias del detector de captura electronica en los analisis de contaminantes orga-
noclorados en sedimentos marinos”’.

A. Tsi Kan Ming, F. Broto y M. Gassiot.

Dpto. Analisis. Instituto Quimico de Sarria. Barcelona.

“Preparacion de columnas capilares con fases inmovilizadas de polaridad media’’.
V. Martinez de la Gdndara, |. Martinez Castro y J. Sanz.
Instituto de Quimica Organica {CSIC). Madrid.

“Estudio comparativo de los parametros gas-cromatograficos en los distintos tipos
de columnas’’.

G. Reglero, M. Herraiz, M. Gonzalez Raurich y M.D. Cabezudo.

Instituto de Fermentaciones Industriales (CSIC). Madrid.

“Determinacion rapida de 5a-Androst-16-en-3-ona mediante cromatografia de gases
de alta resolucion (HRGC)"'.

J.A. Garcia-Reglero, |. Diaz.

Institut Catala de la Carn. MONELLS {Gerona).

“Determinacion de trazas de mercaptanos en alimentos por cromatografia de gases”.
M.2 V.2 Garcia Atienza, R. Barrera Pifiero, L. Gasco Sanchez.
Junta de Energia Nuclear. Madrid.

“Aplicacién de la cromatografia de gases a la determinacién de proteinas afadidas en
productos carnicos mediante el analisis de aminoacidos"’.

J.A. Garcia-Regueiro, D. Calsina.

Institut Catala de la Carn. MONELLS (Gerona).

“Analisis de diversas fracciones organicas presentes en las particulas en suspension at-
mosferica’.

M. Almarcha y J. Ballcells.

Dpto. Quimica E.T.S.E.|.B., Barcelona. KONIK, S.A., Barcelona.

“Caracter lipofilico, determinado mediante cromatografia liquida de alta eficacia, para
una serie de mostazas nitrogenadas de lactamas esteroides y su actividad antineoplasica”.
A.Diez, A. Dalmases, G. Arsequell, R. Carbo, J.J. Bonet y M. Gassiot.

Instituto Quimico de Sarria. Barcelona.

“El método de relleno de columnas para Cromatografia de Liquidos de Alta Eficacia"’.
M. de Frutos Gomez, J.C. Diez-Masa y M.V. Dabrio.
Instituto de Quimica Organica (CSIC). Madrid.

“Determinacion de aminoacidos por cromatografia liquida en fase reversa: Derivatiza-
cion precolumna con fenilisocianato’’.

Helena Sala, Eduardo Fernandez y Ricardo Matas.

Laboratorio de Aplicaciones. Waters Espanola, S.A. Barcelona.

“Control de la sensibilidad y de la retencién en Cromatografia de Liquidos en Fase
Inversa con deteccion Fotométrica Indirecta’’.

E. Franceés, J.C. Diez-Masa y M.V. Dabrio.

Instituto de Quimica Organica (CSIC). Madrid.



‘‘Separacion en clases de hidrocarburos por extrografia en una muestra de asfaltenos™.
S.R. Moileno, J. Bermejo y R. Menéndez.
Instituto del Carbén (CSIC). Oviedo.

“Determinacion de Acido Salicilico libre en formulaciones farmacéuticas efervescentes
por cromatografia liquida®™,

A. Doadrio Villarejo.

Centro Nacional Farmacobiologia. Madrid.

“Estudio de la estabilidad fotoquimica del cisdicloro diamino Pt (1) por cromatografia
liquida".

A. Doadrio Villarejo, M.C. Abad y J.L. Lastres,

Centro Nacional de Farmacobiologia. Madrid.

“Determinacion del bactericida 1,2bencisotiazolin-3-ona en taladrinas por HPLC y EM”,
I. Guillot, M.2 J, Berenguer.
CIAT de Barcelona del INSHT. Barcelona.

“Aplicacion de la cromatografia de exclusibn molecular de alta eficacia (HPGPC) al
estudio de extractos de materia organica de suelos™.

L. Cabeza Llorente, L. Comellas Riera, M. Gassiot Matas.

Instituto Quimico de Sarria. Barcelona.

“*Aplicaciones de la Cromatografia de Gases de Espacio de Cabeza para la seleccion de
disolventes en la destilacion extractiva™.

E. Cepeda y J.M. Resa.

Colegio Universitario de Alava. Victoria.

“Determinacion de coeficientes de reparto y parametros hidrofobicos por HPLC.

F. Gago, J. Alvarez-Builla.

Dptos. de Farmacodinamia y Q. Organica. Univ. de Alcald de Henares. ALCALA DE
HENARES (Madrid).

“Estudio del Estereocomplejo de! PMMA mediante GPC".
J.R. Quintana, C. Strazielle, J. Veguillas e |. Katime.
Dpto. Quimica Fisica. Fac. Ciencias. Univ. Pais Vasco. Bilbao.

“Determinacion de aminodcidos y azucares en mostos por CLAR"".
J.L. Bernal, M.2 J. del Nozal, L. Debén y E. Garcia.
Dpto. Quimica Analitica. Fac. Ciencias. Univ. Valladolid. VALLADOLID.

“*Caracterizacion del componente 3 de la proteosa-peptona de leche de oveja”’.
Sénchez R., M. Ramos, A. Olano, |. Martinez-Castro y J. Sanz.
Instituto de Fermentaciones Ind. e Instit. Q. Organica (CSIC). Madrid.

“Determinacion de 3-Carbetoxi-psoraleno por cromatografia liquida de alta resolucion”.
G. Font, J. Mafies y E. Bisagui.
Fac. Farmacia. Dpto. Bromatologia, Toxicol. y Anal. Quimico. Valencia.



columnas capilares de pelicula gruesa

V. Martinez de la Géndara
Inst. de Quimica Organica General del C.S.1.C.

Desde la aparicion en 1978 de las columnas capilares de silice fundida (1), se han pro-
ducido tres avances de importancia diversa: en primer lugar, el proceso de reticulacion
de fases (2) que favorece la estabilidad; en sequndo lugar, la aparicion de columnas de
vidrio flexible cuyas ventajas no parece vayan a desplazar ni a las de silice fundida ni a
las de vidrio tradicionales (8); en tercer lugar, las columnas capilares con espesor de
pelicula elevado, que acaban de aparecer en el mercado, y cuyo desarrollo y estado actual
se comenta a continuacion,

Se suele llamar “columnas de elevado espesor de fase” a aquellas cuya pelicula de fase
estacionaria sobrepasa el valor de 1 um; se han preparado columnas de hasta 4 y 5 um (5).

Hoy estas columnas pretenden reemplazar a las columnas rellenas y a las columnas
capilares SCOT (columnas abiertas recubiertas con soporte). En éstas, aunque el espesor
de fase no es elevado, el volumen de fase liquida se aumenta por deposito de una capa
de particulas sobre la pared interna de la columna. Debido a su constitucibn presentan
dos inconvenientes: primero, teniendo en cuenta la naturaleza quimica de las particulas
de soporte, las columnas no son del todo inertes, lo que restringe su UsoO @ compuestos no
polares donde la interaccion de las moléculas con el soporte sea minima; en segundo lugar,
debido al método de preparacion de las columnas capilares SCOT, su longitud y didametro
interno tienen valores minimos limitados por la dificultad de preparacion.

Las columnas capilares abiertas con espesor de pelicula elevado presentan una serie de
ventajas y algunos inconvenientes; el principal de ellos, reside en la disminucién de eficacia,
siendo este punto de vital importancia en opinion de algunos autores (3). Sin embargo,
la optimizacién de las técnicas de preparaciéon de estas columnas ha demostrado su utilidad
y son varias las casas comerciales que preconizan el uso y ventajas de las columnas de elevado
espesor de pelicula.

1.—Ventajas y aplicaciones

La principal ventaja de este tipo de columnas, es la mayor capacidad de muestra que
admite sin presentar fenbmenos de sobrecarga. Su interés préactico es muy amplio; por
ejemplo su uso en cromatografia de gases acoplada a otras técnicas espectroscopicas de
identificacion (masas, FTIR, etc.); su aplicacion en la investigacidbn de mezclas complejas
que requieren elevadas cantidades de muestra; en analisis de componentes traza, etc.

También favorecen la resolucion de sustancias volatiles. En columnas con mayor
espesor de pelfcula, debido al aumento de los factores de capacidad, son necesarios menos
platos teoricos para obtener la misma resolucion que se lograria en una columna de la
misma fase y de menos espesor de pelicula. Este efecto es mas acusado para picos con
bajos factores de capacidad, es decir para compuestos volatiles,

Otro factor, que se puede modificar con un aumento del espesor de fase estacionaria,
es la temperatura de elucién de un compuesto, ya que ésta aumenta con el espesor. En
algunos casos es necesario una inyeccibn a elevadas temperaturas para cortar en lo posible
el contacto del disolvente con la columna o con otras partes del sistema, pero sin que con
ello se pierda resolucion de los compuestos volatiles. La forma de mantener esta separacién
de los picos es mediante el uso de columnas de elevado espesor de fase.

Los efectos de interaccion, de compuestos polares o labiles, con la pared del capilar
se minimizaran al aumentar el espesor de la pelicula.



Este nuevo tipo de columna permite el uso de una técnica aplicable solo a columnas
capilares, pero con la ventaja de trabajar en condiciones similares a las de las columnas
rellenas: la instalacion de dos columnas en el mismo inyector con sus terminales de salida
conectados cada uno a un detector.

Segln los Gltimos trabajos publicados sobre detectores en cromatografia de gases (4),
parece ser que las columnas de elevado espesor de fase estacionaria, pueden se- aconsejables
cuando se trabaja con detector de captura electronica, cuyo volumen muerto es elevado,

2.—Eficacia

La influencia del espesor de fase liquida sobre la eficacia es un problema complejo.
Su valor queda incluido en el término Cp de la ecuacifn de Van Deemter, que de forma
abreviada se expesa:

h=B/i+{Cg +C) U

donde B representa la difusion longitudinal, Cg y C. la resistencia a la transferencia de
masas en la fase gaseosa y liquida respectivamente; U es la velocidad media del gas.

Si suponemos constantes la temperatura y el radio de la columna, el coeficiente C
depende del factor de capacidad k y del espesor de fase d¢ segln la expresion:

y k 2 d¢
(1+k)2 3 D,

Este término depende del coeficien®e de difusibn D, por lo que para un estudio
cuantitativo seria necesario conocer su walor. Desafortunadamente, no se puede calcular
tebricamente, y los valores basados en medidas experimentales difieren ampliamente.
Pero, tratdndose de un estudio comparativo, la diferencia de valores de Dy puede no
tenerse en cuenta.

Si se comparan columnas de diferente espesor de fase, se observa que para picos con
bajos valores de k se modifica en bastante grado el valor de C, y si los valores de k son
elevados, Ia influencia del ds sobre Cy es menor.

CL aumenta con el espesor de fase, de forma que de ser despreciable frente a Cg para
columnas capilares de espesor normal, pasa a ser dominante en la ecuacion de Van Deemter
para co’ ..inas gruesas,

Ademas de este estudio teérico, otros autores (5, 6, 7) han llegado mediante medidas
experimentales a las conclusiones siguientes:

1.—La altura de plato equivalente es mayor para columnas con mas cantidad de fase,
a igualdad del resto de las demads variables.

2.—La altura del plato disminuye cuando aumenta el factor de capacidad (k).

3.—La velocidad optima del gas portador es aproximadamente la mitad del valor em-
pleado en columnas de espesor normal.

4.—Para valores dptimos de velocidad de gas portador, |a altura de plato es menor cuando
se usa como gas N2 que cuando se trata de Hz o de He.

Co

3.—Preparacion

Su preparacion se describe de forma breve ya que en lineas generales es similar a la de
columnas con la misma fase y pelicula fina.

En general se recurre a procedimientos de llenado estético, v se puede introducir o no
algin tipo de rugosidad en la pared del tubo para conseguir que la pelicula se mantenga
estable hasta terminar el proceso de reticulacién.

Los problemas surgen en tres etapas concretas de la preparacion:



1.—Preparacion de la solucion de fase estacionaria, Por tres razones practicas esta so-
luciébn ha de ser lo menos viscosa posible; en primer lugar para conseguir con facilidad
soluciones homogéneas; en segundo lugar para evitar obstrucciones en el llenado de la
columna y por Gltimo para aumentar la velocidad de evaporacion del disolvente (ésta
es inversamente proporcional a la viscosidad de la solucion).

2.—Llenado estatico, Para evitar las obstrucciones durante la evaporacion se recomienda
poner disolvente puro en el extremo de la columna (5) en lugar de llenarla totalmente
con solucion de fase.

3.—Lavado, Hay que evitar obstrucciones en la columna durante esta etapa, que nor-
malmente ocurren debido a que en el frente del disolvente de lavado aumenta el contenido
de fase que no ha sido inmovilizada. El peligro de obstruccion se evita utilizando en primer
lugar un disolvente volatil que sea capaz de eliminar los productos secundarios que perma-
necen en la columna después del entrecruzamiento, y no disuelva la fase; posteriormente
se utiliza un disolvente mas eficaz. Para fases apolares puede utilizarse acetona y para
polares pentano. Posteriormente para aumentar la eficacia del lavado se puede utilizar
cloruro de metileno.

Evidentemente esta (ltima etapa es méas critica cuanto mayor sea la cantidad de fase
presente, como consecuencia es necesario obtener una inmovilizacion de la fase en mayor
extension, lo que requiere de 2 a 4 veces mas cantidad de peréxido en el caso de seguir
el método de entrecruzamiento por radicales libres.
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la cromatografia en higiene industrial

Xavier Guardino Sol3
Servicio Social de Higiene y Seguridad del Trabajo (Barcelona)

De todos es sabido que las técnicas cromatograficas ocupan un lugar importante en la
determinacion de contaminantes en el medio ambiente. La higiene industrial, como
técnica preventiva englobada dentro de las disciplinas de evaluacion de la calidad
ambiental, no se sustrae a esta afirmacion. Por ello en las unidades de higiene analitica
no suelen faltar nunca los laboratorios de técnicas cromatograficas, principalmente la
cromatografia de gases (GC), que se complementa a veces con la cromatografia liquida
de alta resolucion (CLAR) y el acoplamiento cromatografia de gases - espectrometria de
masas (CG-EM).

Tanto en los laboratorios del Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo
(INSHT) como en los de aquellas otras instituciones publicas o privadas que desarrollan
total o parcialmente sus actividades dentro del campo de la higiene industrial se dispone
de técnicas cromatograficas. En los laboratorios de higiene del Centro de Investigacion
y Asistencia Tecnica (CIAT) de Barcelona del INSHT, de 180 metddicas analiticas clasi-
ficadas, la mayoria de uso corriente, unas 100 se basan en técnicas cromatograficas. For
otro lado, de unas 6.000 muestras de origen ambiental procesadas a lo largo del afio
1983, aproximadamente 2.300 lo fueron asimismo por técnicas cromatograficas. Con
ello no pretendemos sugerir un dominio de la cromatografia sobre las demas técnicas solo
resefiar la importancia real que éstas tienen dentro del campo de la higiene industrial.

Los principales tipos de andlisis que se llevan a cabo en los laboratorios de cromatografia
se dividen en tres grupos: Materias primas, determinacion de contaminantes en aire y
determinacién de contaminantes y/o sus metabolitos en fluidos biologicos y aire
exhalado. Vamos a comentarlos brevemente a continuacion.

Materias primas

El interés del andlisis de materias primas es determinar su composicion y la posible
presencia de sustancias tOxicas a las que pueda estar expuesta la persona que trabaja
con el producto en cuestion., Se utiliza la CG y en algunos casos la CLAR que, en el
analisis cualitativo son auxiliadas por otras técnicas como RMN, IR, UV y, obviamente,
por el acoplamiento CG-EM. E| analisis a realizar varia desde la determinacion de la
composicion cuantitativamente aproximada de una mezcla (por ejemplo los disolventes
de una pintura) hasta la determinacién de componentes a nivel de trazas (fosfatos de
tricresilo en colas) pasando por la determinacidén cuantitativa exacta de un componente
de una mezcla (contenido en benceno de un destilado de petrdleo, gasolina o disolvente)
y por la corroboracion de la identidad de un compuesto (identificacion de un pesticida).
Si el andlisis que se pretende realizar es meramente cualitativo se recurre a la técnica del
espacio en cabeza combinada con CG-EM. También se utiliza a menudo pirélisis-CG-EM
para estudios de descomposicion térmica.

Determinacion de contaminantes en aire
El tipo de contaminante de que se trate definira el procedimiento utilizado para su
captacion previa a su analisis cromatografico.

Gases: Se efectlia su captacion mediante bolsas, jeringas, tubos de presion y recipientes
especificos. La preparacion de patrones en el laboratorio se lleva a cabo en fase
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gaseosa utilizando jeringas especiales para ello. De esta manera se determinan gases
como CO, CO>, N30, SHz, CHag, etc.

Vapores: Se suele utilizar para su captacion un adsorbente solido, normalmente carbon
activado y también gel de silice y polimeros porosos organicos. Previa desorcion
de la muestra (si es carbon activado se utiliza sulfuro de carbono) se analiza cuali
y cuantitativamente por CG-EM. De esta manera se determinan en aire los disolventes
y todos los productos organicos que se hallan en fase vapor.

Aerosoles: Cuando el contaminante se halla en forma de aerosol liquido o sdlido se retiene
mediante filtros, combinaciones de filtros con adsorbentes solidos e incluso, haciendo
borbotear el aire en soluciones absorbentes. El procedimiento cromatografico a de-
sarrollar dependerd del compuesto de que se trate. Mediante técnicas de este tipo
se determinan en aire pesticidas (CG), isocianatos (CLAR), nieblas acidas (CLAR),
hidrocarburos aromaticos policiclicos. (CLAR y CG-EM) y muchos otros tipos de
compuestos.

Determinacion de contaminantes y/o sus metabolitos en aire exhaiado y en fluidos
biologicos.

Cuando interesa conocer la exposicion a un determinado contaminante a la que ha
estado sometido un sujeto se recurre a veces a la determinacion del contaminante o sus
metabolitos en aire exhalado o fluidos biologicos. La determinacion en aire exhalado es
muy Util para gases y vapores y esta siendo muy utilizada actualmente por las ventajas
que presenta frente a los otros procedimientos en cuanto a la obtencion de las muestras
que, en este caso, se realiza normalmente mediante bolsas. El analisis posterior se lleva a
cabo por CG. Las determinaciones en fluidos biologicos se pueden realizar bien directa-
mente (benceno en sangre), bien mediante extraccion (fenol e hiplrico en orina), bien
mediante espacio en cabeza (alcohol en sangre). El analisis se realiza mediante CG o CLAR.

Aparte de lo descrito hay que sefialar que también se llevan a cabo determinaciones
ocasionales de compuestos toxicos en otras matrices (agua, alimentos, piensos).

A titulo de resumen final afiadiremos que las actividades de los cromatografistas que
trabajan en el campo de la higiene industrial son actualmente variadas e interesantes,
aunque no cabe duda de que queda mucho camino por recorrer en la aplicacion de nuevas
metodicas, mejora de las existentes y utilizacion de técnicas mas modernas. Un ejemplo
de esto Gltimo es la paulatina introduccion que va teniendo la CLAR en este campo.
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experiencias de un cromatografista
en el frente (basora, iraq)

Joan Grimalt Obrador

La guerra irano-iraqui es un conflicto del que todos tenemos informacion mds 0 menos
precisa y sobre el que de vez en cuando hemos leido algo, preocupados, quiza, por su
incidencia sobre los suministros de petroleo provenientes del Oriente Medio. De todos
modos es un asunto que la mayoria sentimos lejano, simples noticias en el periodico o
reportajes televisivos de ambiente exotico. Todo ello a sabiendas de que esta guerra es
particularmente sangrienta y que desde la Segunda Guerra Mundial no se habian producido
batallas que implicaran movimientos de tropas tan importantes con porcentajes de bajas
tan altos. -

Pero (como es un conflicto de tal naturaleza visto de cerca?, {como se las arregla la
gente para vivir en tales condiciones? Pues, por suerte o por desgracia, mas bien por suerte
porgue volvi para contarlo, tuve ocasion de conocer estos detalles por mi mismo.

Desde el 8 al 12 de enero se celebro en Basora (lraq) un Congresoc organizado por la
Unesco sobre contaminacion por vertidos de petréleo en el Golfo Pérsico (o Arabigo,
segun ideologias). Fui invitado por el Centro de Ciencias Marinas de la Universidad de
Basora. Tal invitacion era consecuencia de un trabajo de investigacion sobre sedimentos
del rio Shatt-Al-Arab y su estuario ya iniciado en Paris por el doctor Albaigés y algunos
oceanografos iraquies. EI Congreso constituia una ocasion Unica para discutir sobre el
terreno una serie de resultados sorprendentes cuya comprobacior. era muy dificil de
llevar a cabo por correo.

Cuatro horas de avion me condujeron desde Paris al legendario Bagdad, donde llegamos
alrededor de las doce de la noche. En el mismo aeropuerto nos esperaban dos automdviles,
que nos condujeron a Basora, en un viaje de ocho horas.

La primera impresion que me llevé no fue producida por los sacos terreros que se
encuentran por todas partes, ni por los controles del ejército en las autopistas o en las
gasolineras. Lo que me llamé la atencion fue el ambiente de aparente normalidad que
existia en la ciudad. Nadie aludia ni lo mas minimo a las incidencias de la contienda,
todo el mundo parecia sentirse sumamente seguro, a pesar de que el frente se encontraba
a diez kilometros de la ciudad.

Cuando se hablaba del tema siempre era a consecuencia de que algun extranjero
preguntaba acerca del mismo. Las respuestas solian ser cortas y elusivas, sin caer nunca
en la descortesia. Usualmente los interlocutores iraquies nos sorprendian con su ingenuidad:
“¢{Como es que los iranies no bombardean Basora si estan tan cerca?”’. “Porque por cada
bomba que ellos nos tiran les contestamos con cincuenta de las nuestras”. Y lo decian
convencidos, por lo menos en apariencia.

Sin embargo los bombardeos estaban presentes. De vez en cuando era posible oir
desde el hotel (el Sheraton, de Basora) series de disparos de piezas de artilleria que
resonaban a una cierta distancia. Ello solia ocurrir a primera hora de la mafara o entre
ias 8 y las 10 de la noche.

Estas incidencias normalmente eran discutidas entre nosotros, los europeos, a la hora
del desayuno. Los comentarios se efectuaban con cierto sarcasmo no exento de nervio-
sismo. Recuerdo, una manana, la sibita palidez que adquirié un congresista inglés cuando
se enterd de que los truenos que habia oido mientras se duchaba simplemente eran
cafionazos.
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No obstante en torno a este tema también habia un cierto pacto de silencio; asi nos
quedamos altamente sorprendidos un dia que un amigo francés y yo nos referiamos a
alguno de estos fenomenos durante un viaje en coche; en el asiento delantero se encontraba
un cientifico arabe que trabaja en un pais occidental, se gir6 y colocando su dedo indice
ante la boca dijo: “Psss, here nobody talks on this subject”.

El mismo dato acerca de la distancia en que se encontraba el frente era dificil de
conseguir. Al preguntar se eludia Ia respuesta o se nos indicaba una distancia exagerada-
mente grande. Sélo despues de algunas preguntas precisas en los momentos oportunos
averiguamos la verdad: "A diez kildmetros y el campus de la universidad todavia se
encuentra mas cerca, a nueve’’,

La ciudad de Basora es la segunda en importancia del pais. Tiene dos mezquitas muy
elegantes y su nervio central esta constituido por el “Chuf”, el mercado, donde habitual-
mente se observa una gran cantidad de gente callejeando. Una nota caracteristica la
componen las mujeres, casi todas ellas ataviadas con un velo negro que les cubre de la
cabeza a los pies, sin embargo no llevan la cara tapada. También hay muchos soldados
que usualmente estdn en una especie de bares de puertas y ventanas muy amplias. En
varias ocasiones dejé el hotel (donde también se celebraba el Congreso) para conocer
de cerca y sin cortapisas a esta Basora real. En algunas ocasiones incluso me perdi entre
sus calles, siempre observé una gran cortesia en sus gentes y una gran atencion cuando
solicitaba alquna ayuda, en inglés, a los transeuntes.

Una vez acabado el Congreso me guedé algunos dias mas para continuar los estudios
que realizabamos en colaboracién entre Basora y Barcelona. Ello me permitio conocer
como son los laboratorios en el Campus universitario, protegidos por sacos terreros en
todas las ventanas y con cajas llenas de arsna delante de las puertas.

Una tarde que me encontraba alli, s organizé un combate artillero de real envergadura,
con disparos repetidos durante unas cuatro horas e intervencion de la fuerza aérea
(perceptible por el rudo de los motores). Segin qué cafones disparaban, el impacto de la
onda expansiva se notaba en el edificio. Como era por la tarde no habia casi nadie, solo
quedaba un profesor que al cabo de media hora de empezar este concierto vino y me dijo
que no me preocupara, que esto ocurria a3 menudo. Al decirle yo que durante la semana
pasada no habia sucedido nada parecido me respondid: ““Bueno, unas semanas si y otras
no. Ademas, no se preocupe, porgue yo tenia aparcado el coche un poco lejos y lo he
traido delante de la puerta, por si nos tenemas que ir antes”. Por suerte no nos tuvimos
que ir antes porque al marcharnos tuve gque empujar su coche y arrancarlo en segunda.

De nuevo en casa (Barcelona), la verdad es que se respira mas tranquilo, sin embargo
hay que decir que a menudo he pensado qué hara la gente que conoci. A los quince dias
de mi regreso lei en “El Pais” que Basora habia sido bombardeada, que una gran pro-
porcion de sus habitantes huyeron a Kuwait y que, entre otros destrozos, el hotel
Sheraton habra sido fuertemente dafiado.
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cromatografia: términos y definiciones

M.D. Cabezudo

La llamada a |a colaboracion gue se hizp desde estas paginas ha tenido una buena acogida,
por lo que ha sido posible presentar agui un amplio borrador para discusiones posteriores,
El criterio que se va 2 mantener es recoger cuantas sugerencias se reciban tal y como las
envien los autores o con correcciones menores para adaptarlas en lo posible a una forma
mds uniforme aunque no s=2 la definitiva

Se establecen cuatro secoones La prmera para aquellos términos de dmbito general;
la segunda, dedicada a2 k& Cromatografia de Gases, en atencibn a su anticipacion en la
historia a las Cromatografias mas usadas actualmente; la tercera, a la Cromatografia de
Liquidos en columna, v l2 cuarta, 2 las restant=s Cromatografias y técnicas relacionadas.
Dentro de cada una de ias secowomes, los #rminos se acompaiian con un numero de
identificacion, para que los ““m hacer nuevas aportaciones puedan referirse
a ellos con comodidad. Al final de cada Esta de términos y definiciones propuestos se
incluye un formularic para unificar las respuestas que envien los lectores. Aquellos términos
sobre los que no s recban cbjeciones se iran aceptando definitivamente, Es sumamente
interesante que, aungue no s& hayan enwiado sugerencias previamente, se conteste a estos
formularios indicando: 1z conformiadad, las modificaciones que a juicio de los lectores
mejorarian el texto o el rechazo por las razones que se aduzcan, con objeto de someter
a una nueva consulta los =rmemos y defmiciones que no se acepten tal y como figuraban
en la propuesta inicial.

Cuando se disponga de una Fsta de #rminos y definiciones aceptados, suficientemente
grande, se elaborard un nueyo documento, e=n_que los términos aparecerin ordenados
dentro de cada seccibn, formando grupos homogéneos: instrumentacion, variables cro-
matograficas, etc... Se aspwa a2 gue el documento definitivo contenga no sblo las defini-
ciones, sino también las sbrevisturas y simbolos recomendados (en su caso).

En cuanio a las eguivalencias en owos diomas se han recibido aportaciones, en su gran
mayoria en inglées. Como este aspecto ofrece menos dificultades, se prevé encomendar
posteriorments esta tarea a una comson mas restringida, por lo que de momento, las
listas que se publiquen en el Boletim seran solo en castellano. No obstante, la Comision
conserva todas las sugerencias recibedas al respecto, para su posterior utilizacion.

Bibliografia

Anonimo. Rev. ION. S dspone de una copsa incompleta de un trabajo aparecido en esta revista
sobire Lérminos de cromatogratia. S¢ alghn lector pusde localizarlo y enviar la referencia, gerd bienvenida
la informacién,

Gascd, L., Informacion de Quimaca Analitica, 26 (1) 4453

Ettre, LS. J. of Chromatog. 165, 235-256 (1972). J. of Chromatog. 220, 29-63 (1981). J. of Chro-
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Pretorius, V. and Bertsch W_J of HRC & CC 66467 (1983).

Colaboraciones

Han participado en la sisboracidn oe la Primera Lista ge Términos y Definiciones: A, Adell, 1M,
Bayona, M.D. Cabezudo, |. Ciceres, J. Coli, JC Diaz-Masa M. de Frutos, J.A. Garcia Dominguez,
L. Gasco, M.J. Gonzalez Carios, M. Gonzalez Raurich, J. Grimalt, X, Guardina, M. Herraiz, 1, Martinez
Castro, C. Polo, G. Regiero, J. Sanz Perucha vy C. Sunyol,
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SECCION |. GENERALIDADES

01. CROMATOGRAFIA

Técnica usada principalmente para separar los componentes de una mezcla, los cuales
se distribuyen entre dos fases, una de las cuales es estacionaria y la otra movil. La fase
estacionaria puede ser un sélido, o un liquido adherido sobre un sélido, o un gel. La fase
estacionaria puede encontrarse rellenando una columna, recubriendo en forma de capa
un soporte, o distribuida en forma de pelicula, etc... Lecho cromatografico es |a expresion
general utilizada para indicar cualquiera de las formas anteriores en que puede encontrarse
la fase estacionaria. La fase movil puede ser gaseosa o liquida.

02. CROMATOGRAFIAR )
Aplicar la técnica de la cromatografia a una muestra.

03. CROMATOGRAFO

Equipo instrumental apropiado para realizar separaciones cromatograficas. Posee
bésicamente: sistema de introduccién de muestras, columna, detector y sistema de acceso
y circulacién para la fase mbévil, asi como los accesorios necesarios para poder obtener
el cromatograma de las muestras que se analizan,

04. CROMATOGRAMA

En Cromatografia de Gases o de Liquidos, representacién grafica o de otro tipo de la
respuesta del detector a la concentracion del efluente, frente al volumen del efluente o al
tiempo.

En cromatografia en papel o en capa fina, es la lamina de papel o la placa cromatografica
gue contiene las sustancias separadas y puestas de manifiesto mediante agentes quimicos
o por medio de alguna propiedad fisica; como por ejemplo, su emision a una determinada
longitud de onda.

05. DETECTOR

Es el instrumento, acoplado a la salida de una columna cromatografica, sensible a una
determinada propiedad de las sustancias que se van a separar, capaz de poner de manifiesto
las diferencias que se producen cuando a la fase movil acompafia un soluto. Los detectores
transforman la propiedad que miden en una sefal elaborable, generalmente proporcional
a la magnitud de la propiedad medida.

06. REPARTO

Mecanismo que regula aquellas separaciones cromatograficas que se basan en las dife-
rencias de solubilidad de los componentes de la muestra en la fase movil y en la fase
estacionaria.

07. ADSORCION
Mecanismo que regula aquellas separaciones cromatograficas que se basan en las dife-
rencias de afinidad de los componentes de la muestra hacia una superficie activa.

08. INTERCAMBIO IONICO

Mecanismo que regula aquellas separaciones cromatogrificas que se basan en la distinta
susceptibilidad para el intercambio de iones con un solido que presentan los componentes
de una mezcla.
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09. EXCLUSION

Mecanismo que regula aquellas separaciones cromatograficas en las que las moléculas
se separan en razén de su tamafio, de acuerdo con su distinta penetracion en la fase
estacionaria,

Nota: Preferible a ““filtracion por gel”.

10. FORMACION DE PAREJAS DE IONES

Es el fenomeno que tiene lugar en Cromatografia de Liquidos, cuando se modifica
la retencion de los solutos ionizables, mediante la adicibn a la fase m:évil de iones de
carga opuesta a la de dichos solutos. La separacién posterior puede realizarse en fase
normal o en fase inversa.

11. AFINIDAD
Variante de la Cromatografia de Adsorcién en la que la fase estacionaria tiene actividad
biolbgica hacia las sustancias que se pretende separar.

12. CROMATOGRAFIA DE...

Reparto, Adsorcion, Intercambio Ionico, Exclusion, Formacion de Parejas de lones,
Afinidad, son expresiones para designar un método cromatografico indicando el meca-
nsimo que regula la separacion.

13. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA
Aquella en que el sistema cromatografico: muestra-fase-estacionaria-fase movil, inter-
viene alojado en el interior de una columna.

14, COLUMNA RELLENA

Columna cargada de forma compacta con la fase estacionaria que puede encontrarse
en forma de granos si es un solido, o en forma de salido granulado recubierto con la fase
liquida.

Nota: Se desaconsejan: “Clasica”’, “Empacada’’, ““Convencional”’, etc...

15. COLUMNA ABIERTA
Columna que, con independencia de la forma en que contenga la fase estacionaria,
posee un canal axial por el que circula libremente |z fase movil.

16. COLUMNA CAPILAR
Columna abierta cuyo didmetro interno es aeneralmente menor de 1 mm.

SECCION Il. CROMATOGRAFIA DE GASES

17. CROMATOGRAFIA DE GASES

Técnica Cromatografica cuyo obietivo es la separacion de los componentes de una mezcla,
en fase gas o vapor, en la gue la fase estacionaria puede ser un sblido o un liquido adherido
sobre un solido, siendo Iz fase mbwil necesariamente un gas. La fase estacionaria puede
encontrarse rellenando una colismna o distribuida en forma de pelicula sobre la pared
interior de una columna.
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18. CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO

Cromatografia de Gases en que la fase estacionaria es un I(quido adherido sobre un
solido.

19. CROMATOGRAFIA GAS-SOLIDO
Cromatografia de Gases en que la fase estacionaria es un sélido.

20. FASE ESTACIONARIA

Sélido o liquido adherido sobre un solido en el cual se han de distribuir los compo-
nentes de la muestra que se desean separar, en competencia con el efecto producido por
la fase movil,

21. FASE LIQUIDA

Sustancia que se adhiere a un solido para constituir la fase estacionaria, cuyas propie-
dades permiten que los componentes de la muestra se disuelvan en ella en distinto grado
con objeto de lograr su separacion.

22. FASE MOVIL
Gas que realiza el transporte de los componentes de la muestra que se desean separar,
permitiendo su distribucién en la fase estacionaria.

23. GAS PORTADOR
Fase movil.

24. RECUBRIMIENTO
Accion y efecto de adherir la fase Iiquida revistiendo un sélido para constituir la fase
estacionaria,

25. COLUMNA CAPILAR ABIERTA

Aquella que, poseyendo las caracteristicas descritas para "‘columna capilar” (16) y para
“columna abierta” (15) se ha impregnado con fase liquida en forma de pelicula que recubre
la pared interna.

26. COLUMNA CAPILAR DE PARED RECUBIERTA

Columna capilar, en cuya pared interna se ha depositado una fina capa de particulas
solidas sobre las que se ha adherido la fase liquida.

27. COLUMNA CAPILAR DE PARED POROSA
Columna similar a la "capilar abierta”, a la que se ha atacado su pared interna con
reactivos para producir una superficie rugosa.

28. COLUMNA CAPILAR RELLENA
Columna rellena (véase 14) cuyo didmetro interno es menor de 1 mm.

29, COLUMNA CAPILAR CON MICROPARTICULAS
Es una columna capilar rellena con particulas de didmetro igual o inferior a 10 micras.

30. COLUMNA MICROCAPILAR
Columna capilar abierta, cuyo didmetro interno es menor de 100 micras.
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31. ¢PASTILLA? (SEPTUM?
Membrana elastica que se dispone en el inyector para impedir el retruceso de la muestra
hacia el exterior del cromatografo y que puede ser atravesada por la aguja de una jeringa

hipodérmica.
Nota: “Septum” es un término latino que tiene exactamente el mismo significado que

en inglés. {Podria aceptarse este cultismo?

32. CAMISA DE VIDRIO

Tubo de vidrio que se coloca en el interior de otro metdlico, generalmente el inyector,
con objeto de que la muestra no esté en contacto con superficies metalicas calientes y
que facilita que sea méas homogénea la mezcla de la muestra vaporizada con el gas portador.

33. INYECTOR _
Camara del cromatografo en donde se introduce la muestra para su vaporizacion.

34. DIVISOR DE FLUJO
Artificio mecanico, que tiene por objeto segregar parte de la muestra, de forma que
solo una alicuota se introduzca en la columna o en ¢l detector.

35. DETECTOR DE CONDUCTIVIDAD TERMICA

Es el que se basa en las diferencias de conductividad existentes entre el gas portador
puro y éste cuando va acompanado de un soluto. Es un detector universal, de sensibilidad
media y no destructivo.

36. DETECTOR DE BALANZA DE GASES

Es el que se basa en las diferencias de densidad existentes entre el gas portador puro
y la mezcla de éste con el vapor de la sustancia eluida. Es un detector universal, de
sensibilidad media, no destructivo.

37. DETECTOR DE CAPTURA ELECTRONICA

Es un detector de compuestos que poseen afinidad por los electrones libres y que se
basa en la eliminacion de electrones primarios que ocasiona la sustancia a detectar. Es
un detector de ionizacién con fuente radiactiva selectivo, de elevada sensibilidad,

38. DETECTOR DE SECCION EFICAZ

Es el que proporciona una sefial ocasionada por el incremento de intensidad de
corriente debida a la formacién de iones gaseosos producidos por un bombardeo de
electrones sobre el soluto que se eluye. Es un detector de ionizacion, con fuente
radiactiva, selectivo, de sensibilidad media, universal, destructivo.

39. DETECTOR DE IONIZACION DE LLAMA

Es el que se basa en el incremento del nimero de iones producidos por el soluto que
se eluye, en una llama de hidrogeno, Es un detector de ionizacion, de poca selectividad,
de elevada sensibilidad, destructivo.

40. DETECTOR TERMOIONICO DE SODIO

Es un detector de jonizacion de llama modificado por la adicion de un electrodo circular,
recubierto de una sal sodica, que lo hace sensible a compuestos halogenados v de fésforo.
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41. DETECTOR DE ESPECTROMETRIA DE EMISION DE PLASMA

Es el que proporciona el espectro de emision de las sustancias eluidas una vez que se
han introducido dentro de un plasma, capaz de excitar la mayorfa de los 4tomos al sumi-
nistrarles una elevada cantidad de energia. Es un detector de emisién, de elevada sensibi-
lidad, universal y destructivo.

SECCION I1ll. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS EN COLUMNA

42. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS EN COLUMNA

Técnica cromatografica cuyo objetivo es la separacion de los componentes de una mezcla
en forma Ifquida en la que la fase estacionaria es un sélido o un liquido adherido a un
solido, alojados en una columna siendo la fase mévil un liquido. El paso de la fase movil
a través de la fase estacionaria puede lograrse por la mera accion de la gravedad, o some-
tiendo el sistema a altas presiones.

43, CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

Cromatografia de liquidos en la que la fase estacionaria se aloja en el interior de una
columna y estd constituida por particulas de didmetro inferior a 20 micras, lo que obliga
a someter el sistema a presiones altas, generalmente superiores a las 30 atmosferas.

44, CROMATOGRAFIA LIQUIDO-LIQUIDO
Cromatografia de liquidos en la que tanto la fase estacionaria como la fase mévil son
dos liquidos inmiscibles entre si.

45. CROMATOGRAFIA LIQUIDO-SOLIDO
Cromatografia de Iiquidos en que la fase estacionaria es un sélido,

46. CROMATOGRAFIA EN FASE NORMAL

Expresion aplicable a la cromatografia de liquidos de alta eficacia cuando la fase esta-
cionaria es mas polar que la fase movil.

47. CROMATOGRAFIA EN FASE INVERSA

Expresion aplicable a la cromatografia de Iiquidos de alta eficacia, cuando la polaridad
de la fase movil es mayor que la de la fase estacionaria, Estas fases estacionarias son general-
mente solidos a los que se han unido cadenas hidrocarbonadas o grupos fenilo.

48. ELUYENTE

Liquido que actiia como fase mévil, con el cual interactian los componentes de la
muestra que se desea separar, asi como con la fase estacionaria.
Nota: se desaconseja “solvente”.

49, FASES UNIDAS QUIMICAMENTE

Son las fases estacionarias que resultan de enlazar quimicamente al soporte determi-
nadas sustancias quimicas, en lugar de adherirlas por mero recubrimiento.
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SECCION IV, OTRAS CROMATOGRAFIAS Y TECNICAS

50. CROMATOGRAFIA EN PAPEL

Es una Cromatografia de Liguidos en que la fase estacionaria la constituye una lamina
de celulosa entre cuyos intersticios se encuentran inmovilizadas moléculas de agua o de
otro liquido siendo la fase maovil un liquido que se puede desplazar a su través en forma
ascendente o descendente, por capilaridad,

51. CROMATOGR&FIA EN CAPA FINA

Cromatografia de Liquidos que se realiza sobre una capa uniforme de pequenas fibras
o particulas, extendida sobre un. soporte consistente (vidrio, aluminio, poliamida...). La
fase estacionaria la pueden constituir las propias particulas o fibras, 0 moléculas de agua
u otro liquido inmovilizadas entre los poros del lecho cromatografico. La fase movil es
un liquido que se desplaza a su través en forma ascendente, por capilaridad.

52. REVELADOR

Agente quimico, que se pulveriza sobre la ldmina de papel o sobre la placa cromato-
grafica, capaz de producir nuevos compuestos coloreados con los componentes de una
muestra una vez separados por Cromatografia en papel o en capa fina.

53. PLACA CROMATOGRAFICA
Superficie consistente sobre |la que se ha impregnado la fase estacionaria en condiciones
idoneas para poder realizar una Cromatografia en Capa Fina.

54. IMPREGNAR
Accion y efecto de adherir |la fase estacionaria a una superficie inerte para producir
una placa cromatografica.

55. AUTOANALIZADOR DE AMINOACIDOS, ACIDOS O AZUCARES

Equipo instrumental que permite realizar, de forma ininterrumpida y automatizada,
la separacion de los aminodcidos, acidos o azilcares, por cromatografra de intercambio
ionico, vy su transformacién en derivados detectables.

NOTA DE LA REDACCION

Es deseable que en el proximo Svmposium que se celebrard en Castellon, se tengan
en cuenta las consideraciones contenidas en este primer trabajo sobre Vocabulario, que
se ha hecho en colaboracion.

De momento, el GCTA puede salir en auxilio de José Damian Gonzalez, quien en la
Seccion de Deportes de “El Pais'’, de 16 de marzo de 1984, hablando de Cromatagrafos
dice: “Se trata de un ordenador con una méquina que marca sefiales en forma de picos”.
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FORMULARIO DE RESPUESTA*

CROMATOGRAFIA: TERMINOS Y DEFINICIONES
: PARTE |

Nombre y Direccion

Términos y Definiciones aceptados tal y
como figuran en la propuesta®™:

Términos y Definiciones sobre los que se
proponen modificaciones menores que se
adjuntan™*

Términos y/o Definiciones que se rechazan
y para los que se adjunta nueva redaccion®**

Términos (y Definiciones) que se sugieren
para que se incluyan en la proxima Parte ||

(Véase hoja adjunta)

[*) Enviese a M.D. Cabezudo, Juan de la Cierva, 3, Madrid-6, antes del 15 de septiembre de 1984.

[**) Basta referirse al nimero de identificacion.

nuevos miembros del GCTA

M.28 Mercé ACEVES TORRENTS
Instituto de Quimica Biorganica
Jorge Girona Salgado, s/n.
BARCELONA-34

Javier CEBRIAN SAGARRIAGA
IZASA,S.A.

Ctra. Madrid-irin, Km, 12,3
MADRID-34

Fernando DIAZ LOPEZ
Quimica Farmacéutica BAYER, S.A.
LA FELGUERA (Asturias)

Juan DOMINGO ALVAREZ

Seccién de Propulsores

Laboratorio Quimico Central de Armamento
La Maranosa

MADRID-18
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Rufino MATEQ CASTRO

Laboratorio de Sanidad y Produccion
Animal

Manuel Soto Ingeniero, 18

VALENCIA-24

Inmaculada MATIAS ANGULO

Estacién de Viticultura y Enologia de
Navarra

Portillo, 2

OLITE (Navarra)

Ignacio FERRANDO ESTREMERA
Dpto. Bioguimica

Facultad de Veterinaria

Miguel Servet, 177

ZARAGOZA-13

M_2 del Pilar CANO DOLADO
Instituto del Frio

Ciudad Universitaria
MADRID-3

Francisco Javier PEREZ ZUNIGA
Instituto del Frio

Ciudad Universitaria

MADRID-3

Daniel JADRAQUE ALMOGUERA
TABACALERA,S.A,

Embajadores, 53

MADRID-12

M.8 Luisa SANCHEZ SANCHEZ
Cétedra de Patologia Clinica y Médica
Hospital Clinico

Ciudad Universitaria

MADRID-3

M.a Teresa BOMBOI MINGARRO
Escuela Nacional de Sanidad
Ciudad Universitaria

MADRID-3

Martin Pedro ANDRES ATIENZA

Bolivia, 4, 1.0 A
VALLADOLID-14
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Rafael ESCUDERO JUAREZ
Naarden Internacional

Ctra. Nac. I, Km. 599

SANT ANDREU DE LA BARCA
(Barcelona)

M.2 Luisa FERNANDEZ DEL CASTILLO
CETME, S.A.

Ctra. Belvis, Km. 1

PARACUELLOS DEL JARAMA (Madrid)

Celia FERNANDEZ FERNANDEZ
Laboratorio Agrario del Estado
Avda. Puerta de Hierro, s/n
MADRID-3

Mercedes DE FRUTOS GOMEZ
Instituto de Quimica Orgénica
Juan de la Cierva, 3

MADRID-6

José Ignacio GOMEZ BELINCHON
Instituto de Quimica Biorgénica
Jorge Girona Salgado, s/n
BARCELONA-34

M.2 Carmen HUERTAS PLATON
Laboratorio Municipal de Leon
Arco de Animas, 2

LEON

M.2 Isabel IBANEZ RICO
Laboratorio Agrario del Estado
Avda. Puerta de Hierro, s/n
MADRID-3

Concepcion LLEO DE OTAL
Laboratorio Agrario del Estado
Pintor Goya, 8

BURJASOT (Valencia)

Miguel Angel MARTIN PENELLA
Laboratorio Agrario del Estado
Pintor Goya, 8

BURJASOQOT (Valencia)



Xavier APARICIO CASTELLA
Instituto de Quimica Biorgéanica
Jorge Girona Salgado, s/n
BARCELONA-34

Francesc BROTO PUIG
Instituto Quimico de Sarria
BARCELONA-17

Josep CAIXACH GAMISANS
Instituto de Quimica Biorgédnica
Jorge Girona Salgado, s/n
BARCELONA-34

Antonio TSI KAN MING
Instituto Quimico de Sarria
BARCELONA-17

M.2 Concepcitn VIDAL CAJERO
Clinica Puerta de Hierro

San Martin de Porres, 3
MADRID-3

Consuelo MATEO ORTEGA
Laboratorios IBYS

Bravo Murillo, 53
MADRID-3

Rafael POCINA SEBASTIAN
Laboratorio Agrario del Estado
Avda. Puerta de Hierro, s/n
MADRID-3

José SANCHEZ GOMEZ
CASA.

John Lennen, s/n
GETAFE (Madrid)

Rosa M.2 SANCHEZ SANCHEZ
Instituto de Fermentaciones Industriales
Juan de la Cierva, 3

MADRID-6

Fabiola SOTO SAENZ

J. LAFFORT vy Cia.

Javier Marquina, 45-47
PASAJES ANTXO (Guipuzcoa)

foro de los cromatografistas

En esta Seccién se invita a todos los cromatografistas, tanto a los recién incorporados
a este campo analitico como a los que ya llevan afios de experiencia en el mismo, a for-
mular préguntas y expresar opiniones sobre aspectos diversos relacionados con cualquiera
de las técnicas cromatogréficas. Teniendo en cuenta el tiempo que suele transcurrir entre
Boletines sucesivos, se enviara la respuesta por correo a aquellas personas que lo soliciten;
en todo caso, y anonimamente, se publicardn las preguntas y respuestas en esta Seccibn,
por si resultan de interés para el resto de los lectores.

Toda la correspondencia debe dirigirse a:

Foro de los Cromatografistas

Grupo de Cromatografia y Técnicas Afines

Juan de la Cierva, 3 - Madrid-6
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Pregunta: He adquirido recientemente un equipo de cromatografia de gases, disefiado
especialmente para columnas capilares, con la intencion de utilizar columnas de silice
fundida, que encuentro muy ventajosas. Para mi sorpresa, la casa instaladora me ha
recomendado que utilice gas supletorio, a pesar de que la columna llega hasta la misma
base de la |lama, {Para qué he de usarlo en este caso?

La segunda parte de la pregunta se refiere a la naturaleza del supletorio. Algunos
equipos utilizaban como supletorio el hidroégeno que luego servia para alimentar la llama
del detector. Yo estoy considerando la posibilidad de utilizar como gas portador helio,
o tal vez hidrogeno, y quisiera saber si la naturaleza del gas supletorio es importante, o
es totalmente independiente del tipo de gas portador.

Respuesta: Efectivamente, la principal mision del gas supletorio es la de transportar
hacia el detector el efluente de la columna capilar, cuyo caudal es habitualmente muy
baje, y provocaria ensanchamiento de banda. Las columnas de silice fundida, que llegan
hasta la punta del detector, no necesitan este tipo de aceleracién, Pero el supletorio juega
ademas un papel importante en las reacciones que ocurren en la llama (ionizacion vy re-
combinacion de iones). Cuando se trata de un gas inerte: helio, nitrégeno o argon, su
efecto de dilucion sobre el hidrégeno se traduce en una disminucién de temperatura en
la llama y un aumento de su superficie, lo que al parecer favorece el transporte de iones
hacia el colector, aumentando asi la sensibilidad. Por lo tanto, sea cual sea el portador
que utilice, es conveniente que el supletorio sea un gas inerte, v que haga un calibrado
de la respuesta del detector frente a caudal de supletorio si le interesa consequir la maxima
sensibilidad.

Pregunta: Después de trabajar mucho tiempo en cromatografia de gases con columnas
capilares de vidrio, he comenzado a trabajar con las de silice fundida. He observado que
los picos muy retenidos se deforman y aparecen con un contorno abollado. Este fenomeno
no se presenta con las otras columnas capilares, y tampoco sucede si pongo la columna
en un equipo de otra marca, {Cémo podria explicarse esto, ya que no existe averia alguna?

Respuesta: Este problema se ha presentado en muchos hornos de disefio vertical, y
se pone de manifiesto al utilizar columnas de pared muy fina (silice fundida o vidrio blando
flexible) debido a la baja inercia térmica de sus paredes. La explicacién parece estar en
un ligero gradiente de temperatura perpendicular al eje de la columna, y que es causa de
que las bandas se deformen, al cambiar los equilibrios de distribucion liquido-gas en las
diferentes zonas de cada espira. Las alteraciones producidas pueden ir atenuandose en
algunos casos, o compensandose en otros, pero el efecto queda sin compensar en las
ultimas espiras de la columna.

Este efecto no es perceptible en las columnas de vidrio de pared gruesa, ni tampoco
en las de relleno. Una forma de eliminarlo puede ser simplemente envolviendo la columna
en papel de aluminio, o instalando en el horno algln tipo de deflector que uniformice la
temperatura.
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resena de libros

““Advances in chromatography”, Vol. 21. Marce| Dekker. Inc. (1983).

Este volumen consta de 341 péginas, repartidas en ocho capitulos. EI primero, por
D.E. Games, dedicado al acoplamiento HPLC/MS, presta especial atencion a los aspectos
instrumentales de esta técnica, revisando con detalle las ventajas y problemas que presentan
los distintos sistemas disponibles comercialmente hoy dia, e indicando otras lineas que
es posible se desarrollen en el futuro. En el apartado de aplicaciones se presenta un resumen
de las areas en que el acoplamiento HPLC/MS ha sido aplicado, vy se detalla el uso de la
interfase de cinta mévil en problemas dificiles de resolver por otras técnicas. El segundo,
dedicado a la cromatografia de afinidad de alta eficacia, estd escrito por todo un equipo
de la Universidad de Lund, con muy amplia experiencia en afinidad; se subrayan los
aspectos de combinacién de ambas técnicas v se exponen una serie de ejemplos de tipo
analitico, reconociendo, no obstante, que esta modalidad cromatografica estd ain en sus
comienzos y, si bien se puede denominar “de alta presion’’, todavia tiene que merecer
el calificativo de "alta eficacia”.

El tercer capitulo, por H.A. Sorel y A. Hulshoff, trata de la cromatografia de cambio
ibnico dinamico, entendida como una variante de la cromatografia de pares de iones.
Después de discutir ampliamente la teoria y la influencia de los diversos factores que
influyen en el proceso, da un listado de aplicaciones en forma de tabla. El cuarto, “Colum-
nas capilares en cromatografia de liquidos”, por D. Ishii y T. Takeuchi, después de una
breve introduccidon teérica, se dedica, casi en su totalidad, a minuciosos detalles de tipo
instrumental, tema en el que estos autores han logrado avances muy espectaculares. En
el quinto K. Hostetmann se refiere muy brevemente a la separacion de productos naturales
y de algunas biomoléculas por la técnica de goteo en contracorriente. El sexto y el séptimo
se refieren respectivamente a la cromatografia de copolimeros (S. Mori) y de vitaminas
K (M. Shearer).

El capitulo 8, “Andlisis cuantitativo de trazas por CG” (J. Novak) consiste en un breve
resumen de los aspectos quimicofisicos del enriquecimiento de las muestras y del anélisis
de espacios de cabeza, orientados al analisis cuantitativo de mezclas complejas.

“High Performance Liquid Chromatography. Advances and Perspectives™. Vol. 3. Editado
por Csaba Horvath. Academic Press, New York (1983).

El libro, dedicado a un tema de gran actualidad: la cromatografia de liquidos en la
bioguimica, consta de 230 paginas divididas en cuatro capitulos,

E! primer capitulo, de Scoble y Brown, se ocupa del anélisis de los fragmentos de los
acidos nucléicos por cromatografia de Iiquidos en fase inversa. El sequndo capitulo, de
Hancock y Sparrow, es una excelente revision para los que quieran iniciarse en el uso de
la RPC para la separacion de proteinas, un tema nuevo y en el que todavia hay mucho
que avanzar. Hearn hace una revisibn, en el tercer capitulo, de la cromatografia de
liquidos de alta eficacia de los péptidos, incluyendo distintas técnicas: cromatografia
de fases ligadas, cambio ionico y exclusibn molecular. El Gitimo capitulo, de Snyder, es
una revision sobre sus teorias actuales de la retencién en cromatografia liquido-sblido
y las implicaciones que éstas tienen para la correcta eleccion de la fase movil. Es un
capitulo que interesa principalmente a los tearicos de la cromatografia.

El libro tiene gran interés para los cromatografistas y sobre todo para los del mundo
de la bioguimica. E| solo nombre de Horvath como editor del libro, es aval suficiente
de su calidad.
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Para la Cromatografia de Gases

de Alta Resoluciéon (HRGC),
Deteccion Selectiva y demas modalidades,
los KONIK KNK-2000, sin duda

Y ahora nos complace
introducir la
tercera generacion...

1978 Serie A
1.er Cromatoégrafo
de Gases

de fabricacion
espanola

1981 Serie B
Controlados por
Microprocesador

A ?. i £ T
1983 Serie C: Capacidad Integral
Principales Caracteristicas

Serie optimizada para capilares (HRGC).

Compatible con rellenas (PACKED).

Configuraciones adaptables a cualquier aplicacion.

Todos los detectores existentes pueden ser incorporados.
Admite todos los tipos de inyectores y técnicas de
inyeccion disponibles.

Modularidad integral a nivel electrénico y cromatografico
Manipulacion y operacion sencillas.

Mantenimiento extraordinariamente econdmico.

Nivel de automatizacion y de Tratamiento de Datos.
seleccionables dentro de varias opciones.

Disefados para ser permanentemente modernizables.
Especificaciones y prestaciones de conjunto unicas y
rigurosamente adaptables a la medida de sus necesidades.
Maximo poder cromatografico dentro de su presupuesto.

Modelo KNK-2000 automatico
Serie C con 4 inyectores y 3 detectores

iINUESTRA EXPERIENCIA A SU SERVICIO!

®

I"I K@N"K INSTRUMENTS KPECTRIA

Ctra. Cerdanyola, 73-75 - Tel. (93) 674 32 50 - Telex 59199 - Sant Cugat del Vallés - Barcelona
Rosario Pino, 18 - Teléfono (91) 279 44 44 - Madrid - 20




Un hito en el desarrollo tecnologico

KONIK K

NK-500 HPLC

LI
s

“nuestros”
cromatografos
de liquidos.

B Control por microprocesador: Operacion automatica de seleccion de disolventes,
formacion multilineai de gradientes, programacion de flujos, actuacion de inyectores,
control de presion de trabajo, temperatura de columna, proceso de purgado y
funcionamiento de la bomba con visualizacion de parametros.

W Selector de disolventes: Permite obtener cualquier mezcla deseada. Variando las
proporciones pueden desarrollarse automaticamente métodos analiticos y seleccionar
facilmente la mezcla de disolventes optima.

B Formacion de gradientes: Se forman a baja presion permitiendo una gran versatilidad y
reproducibilidad, incluso en bajas concentraciones de uno de ios eluyentes.

B Amplio rango de flujos: Desde 10 Ul /min para columnas microbore hasta 9.99 ml/min para
columnas semi-preparativas.

B Capacidad de analisis de cualquier tipo de muestra: Los KNK-500 son compatibles con
todos los detectores y sistemas de tratamiento de datos existentes en el mercado. Las
multiples configuraciones posibles permiten el analisis de cualquier tipo de muestra
seleccionando la modalidad cromatografica deseada (fase directa, fase inversa, ionica,
exclusién, GPC,...).

B Y los conceptos tradicionales de KONIK: Total modularidad, flexible nivel de
configuraciones y capacidad de modernizacion permanente de los equipos.

'\(@ N “ II((:NSTRUMENTS, S.A.

BARCELONA - Ctra. Cerdanyola, 73-75 - Tel. (93) 674 32 50 - Telex: 53199-KONK - SANT CUGAT V.
MADRID - Rosario Pino, 18 - Tel. (91) 279 44 44 - MADRID-20




informaciones

Se han iniciado relaciones con la Division de Cromatografia de la Asociacion Quimica
Argentina; expresamos nuestro agradecimiento al Dr. Gibert, de Konik Instruments, que
amablemente nos ha puesto en contacto.

- - =

Se ha producido en el Grupo la primera baja por jubilacion, la de don Evaristo Rodriguez
Matia,

La Junta Directiva ha acordado que aguellos socios que se jubilen pasen a ser conside-
rados miembros honorarios del GCTA, lo que supone la dispensa del pago de la cuota,
pero les permite seguir recibiendo el Boletin y toda la restante informacion del Grupo.

- & s

El pasado afio se ha constituido una nueva Sociedad internacional, formada por gente
interesada en instrumentos cientificos antiguos. La Society of Scientific Instruments nacio
durante una reunion celebrada el 20 de abril del pasado afio, en el Science Museum de
Londres, La Sociedad pretende ser un foro para el intercambio de informacién e ideas
sobre instrumentos cientificos, asi como contribuir a su conocimiento histérico. Se
planearon reuniones para el futuro, asi como la publicacion de una hoja informativa, y
se eligid6 un Comité compuesto por: Gerard L.E. Turner, Museum of the History of
Science, Oxford (presidente), Brian Brass, del mismo museo (tesorero) y Carole Stott,
del National Maritime Museum, Londres (secretario).

Las personas interesadas en esta Sociedad pueden dirigirse a: The Secretary, Scientific
Instruments Society, ¢/o Department of Astronomy and Navigation, National Maritime
Museum, Greenwich, London SE10 9NF UK.

Se ruega incluir un sobre franqueado y con la direccion, para la respuesta.

LA

Desde la publicaciéon del Gltimo Boletin Informativo se han incorporado al grupo 50
nuevos socios, v se ha producido la baja de 29, por lo que actualmente el nimero de
miembros de pleno derecho es de 350.

Asimismo se han incorporado dos nuevas Empresas Asociadas, y se ha producido la
baja de otras dos, por lo que su nimero (debe ser magico) sigue siendo 13.

grupo local de barcelona

El pasado dia 4 de junio, en Barcelona, y el 7 en Madrid, se ha celebrado un curso de
Cromatografia de Liguidos de alta eficacia, dirigido por E. Gelpi y organizado por Kon-
tron, S.A.

E. Gelpi ha sido nombrado recientemente miembro del Editorial Advisory Board de
la revista J. of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,

Ha sido nombrado Director del Instituto de Quimica Biorganica de Barcelona J. Albaigés,
investigador cientifico del CSIC y miembro del Grupo desde su fundacion en 1973,
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grupo local de madrid

El Grupo Local de Madrid, que solo se habia reunido en una ocasién, ha cobrado nuevas
energias y, en colaboracion con la ANQUE (Seccion Técnica de Quimica Farmacéutica)
organizd el pasado dia 5 de abril una Mesa Redonda, que tuvo lugar en el Instituto de
Optica “Daza de Valdés” del CSIC con el titulo “La Cromatografia de Liquidos en la
Bioguimica",

Actué de moderador don Manuel V. Dabrio Bafuls, actual presidente del GCTA, v
como ponentes J. Gavilanes, del Departamento de Bioguimica de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Complutense; C. Polo, del Instituto de Fermentaciones
Industriales del CSIC; E. Méndez, del Servicio de Endocrinologia del Centro Ramoén vy
Cajal, y C. Vidal, del Servicio de Nutricién de la Clinica Puerta de Hierro.

Con una asistencia mayor de la esperada, vy la sala totalmente llena, los ponentes
expusieron diversos aspectos del tema, v el coloquio resultdé animadisimo, prolongandose
mas de hora y media.

La discusion tocd muchos puntos, entre ellos los mecanismos de retencion en fase
inversa, la posibilidad de estudiar dcidos sidlicos y glicoproteinas por HPLC, comparacion
entre analisis de aminodcidos por HPLC o utilizando el autoanalizador clasico, y muchos
otros. Dado el interés suscitado, hemos decidido publicar a continuacion los resimenes
de las ponencias.

Es de esperar que el éxito logrado anime a los organizadores (J.C. Diez-Masa, C. Polo
y F.J. Ferndndez Ruiz, a quienes felicitamos por su iniciativa) a seguir promoviendo
actividades de este tipo.

Para obtener informacion sobre el Grupo Local de Madrid los interesados pueden
dirigirse a:

— José Carlos Diez-Masa, Instituto de Quimica Organica (CSIC), Juan de la Cierva, 3,
Madrid-6, tel. (91) 262 29 00 / 212.

— Francisco Javier Fernandez Ruiz, Lab. Morrith, S.A., Miguel Yuste, 45, Madrid,
tel. (91) 204 81 40.

— Carmen Polo Sdnchez, Instituto de Fermentaciones Industriales (CSIC), Juan de la
Cierva, 3 - Madrid-6, tel. (91) 262 29 00 / 299.

LA CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS EN BIOQUIMICA. PROBLEMATICA GENERAL

José G. Gavilanes
Departamento de Bioguimica. Facultad de Ciencias, Universidad Complutense

Los primeros datos acerca de separaciones cromatograficas aparecen al comienzo de
este siglo. Desde entonces se han sucedido, aunque poco numerosos si muy interesantes,
hallazgos en este campo. Sin embargo, el desarrollo de la Cromatografia tuvo lugar al
principio de los afos cincuenta. Aun considerando que en estas fechas otras muchas
técnicas analiticas surgieron con fuerza en el panorama de la investigacion, pocas han
experimentado un auge comparable al de aquélla. No se pueden encontrar muchas éreas
del conocimiento cientifico a las que no hayan contribuido, en una u otra forma, los
métodos cromatogréficos de andlisis. Quizds, la causa principal de este hecho sea la
versatilidad de estas técnicas. Es por ello, por lo que constantemente se han ido descri-
biendo modalidades cromatograficas con diferente, pero asiduo, empleo. Sin embargo,
en la sucesion de acontecimientos relacionados con el avance de la Cromatografia,
existen dos momentos clave. E| primero, a mediados de la década de los 50, coincide
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con la aparicion de los cromatografos de gases en la escena cientifica; el segundo,
aproximadamente diez afios maés tarde, con el nacimiento de los prototipos de lo que
hoy se denominan sistemas de HPLC. No obstante, y sin olvidar la muy significativa
contribucién de la cromatografia de gases, se puede considerar de mayor importancia
el sequndo de ellos, Aun aceptando que ninguna de las formas cromatograficas es exclu-
yente, se debe reconocer que los procesos en columna, y empleando como fase mavil un
liquido, son capaces de solucionar, hoy por hoy, la mayor parte de los problemas que
se pueden plantear a nivel de separaciones moleculares, y mds concretamente, en una
investigacion de cardcter bioquimico. La preponderancia que destacamos para este tipo
de cromatografia radica, en gran parte, en el continuo desarrollo de sus soportes. Pero,
no se ha de olvidar la incuestionable contribucion de los, cada vez mejores, sistemas
de deteccion. Asi se ha configurado la HPLC actual, denominacién genérica de lo que,
en un futuro a2 medio plazo, tal vez se pueda considerar como “La Cromatografia”.
Quizés, sustentdndonos en estos apoyos, y en su continua evoluciéon, podamos plantear
el interrogante acerca de las perspectivas de la Cromatografia de Liquidos en Bioquimica,
con buenas posibilidades para su respuesta.

Si consideramos el numero de articulos cientificos aparecidos en los Ultimos afios,
relativos a la aplicacion de estos sistemas de fraccionamiento en los diferentes campos
de la Bioquimica, resultaria dificil imaginar un laboratorio carente hoy de, al menos uno,
de tales sistemas. Efectivamente, partiendo de un planteamiento general, se puede decir
gue la HPLC tiene cabida en todas las posibles facetas que puede conllevar la investigacion
bioquimica. Asf, hoy existen métodos perfectamente contrastados para la separacion de
aminoécidos, péptidos, proteinas, nucledtidos y polinucledtidos, hidratos de carbono vy
lipidos de multiples clases, por centrarse solo en aquellos cuatro grupos de moléculas
fundamentales para los seres vivos. La relacion resultaria tediosa si se tratase de concretar
aln mas o si amplidaramos los criterios para la consideracion de las estructuras que se
pueden estudiar por estas técnicas. De cualquier forma, vy alin considerando las limitaciones
que el empleo de este calificativo recuiere, gran parte de las aplicaciones que la HPLC
tiene en Bioquimica son de cardcter rutinario. Por ello vamos a plantear el problema en
terminos de la descripcion de algunos aspectos generales en los que empieza a tener
cabida, o puede esperarse quz la tenga, este tipo de métodos de separacion,

La Quimica de Proteinas ha sido una de las dreas mas productivas de la Bioguimica,
en cuanto al interés de sus resultados, aunque ahora vaya siendo desplazada de esta
posicién de privilegio por la investigacién en el material genético. No es extrafio, por
tanto, que la HPLC surgiera con més fuerza, precisamente, en tal area. Sin embargo,
su aplicacibn ha sido profusa en lo que se refiere sdlo a aminoacidos, péptidos y sus
derivados, con poco énfasis en la separacion de proteinas. El inconveniente para emplear
de forma generalizada estos sistemas con proteinas, radica en lz posible desnaturalizacion
irreversible originada por los disolventes de elucion por ahora utilizados. Las separaciones
de proteinas que hoy se consiguen por HPLC son excelentes y con rendimientos muy
aceptables; no obstante, en muchos casos, su utilidad queda reducida a estudios estruc-
turales en los que no se requiere la funcionalidad de la proteina. Por ello, la consecucion
de sistemas de desarrollo no desnaturalizantes es uno de los objetivos de mayor interés
para la HPLC.

Otra interesante area de aplicacion es la relativa 3 medida de actividades enzim#ticas.
En algunos casos, la funcionalidad de una enzima se puede valorar directamente por
una medida espectroscopica; pero hay situaciones en las que se requiere una posterior
purificacién de los productos de reaccion. Sistemas enzimaticos complejos, que son
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capaces de generar diferentes productos, bien directamente, bien por reacciones laterales,
podrian ensayarse fraccionando la mezcla por HPLC, permitiendu, asi, el andlisis individual
de tales productos. Ello redundaria en un mejor conocimiento de los mecanismos de
catalisis enzimatica, a la vez que en una simplificacion del ensayo en si mismo.

En el campo de la Bioguimica Clinica existen ya gran cantidad de ejemplos de aplicacion
de la HPLC. La diagnosis y el seguimiento de estados patologicos tan diversos como la
distrofia muscular, infartc de miocardio, enfermedad de Parkinson, cdncer, diabetes,
hepatitis, etc., emplean ya dicha metodologia. En este sentido, la utilidad de estas técnicas
es ilimitada, dadas sus excepcionales caracteristicas en cuanto a poder de separacion. La
adaptacion a nuevos casos de estudio es otra muy necesaria faceta en la problemética
de la HPLC. Esta técnica también posibilita nuevas perspectivas en un problema tan
interesante como es el disefio de vias analiticas alternativas para los diferentes tipos
de inmunoensayos. Aqui ya no solo habria que buscar la mejor separacion sino, ademds,
una metodologia caracterizada por unos rendimientos en la recuperacion de compuestos,
lo suficientemente repetitivos como para permitir una perfecta cuantificacién. Si a ello
se afiade la rapidez que permite la HPLC, la blsqueda de condiciones éptimas de empleo
resulta alin mas atrayente.

Quizas una de las areas en la que menos se ha introducido la HPLC sea en la Quimica
de Acidos Nucleicos. En este campo, los métodos clasicos de fraccionamiento son la
cromatografia de intercambio iénico y, en muchisima mayor proporcion, la electroforesis
en geles de poliacrilamida. La ayuda que representaria el desarrollo de condiciones
adecuadas de la HPLC para estos casos, seria inestimable. El fraccionamiento a nivel
preparativo de diferentes RNA mensajeros, la purificacion de fragmentos de restriccion,
de genes y su entronque con toda la problematica general de la Genética Molecular resulta
del maximo interés. En este sentido se han realizado algunos intentos, aunque con resul-
tados no muy satisfactorios, por lo que se puede considerar que el campo sigue abierto
a todo tipo de tentativas. Esto mismo se puede generalizar para otros muchos aspectos
de la Bioquimica, pues, aunque la HPLC es una metodologia asentada, todavia se
encuentra en el comienzo de su andadura.

SEPARACION DE PROTEINAS Y PEPTIDOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA PRESION (HPLC)

Enrigue Méndez
Jefe de Seccion del Servicio de Endocrinologia. Centro “Ramdn y Cajal”.

La introduccion de la cromatografia convencional de papel, capa fina, gases, filtracién,
intercambio i6nico y afinidad ha jugado un papel fundamental en el avance y desarrollo
de la investigacion bioquimica. En la pasada década ha surgido el desarrollo de otro tipo
de cromatografia liquida de alta presion (HPLC), mediante la cual se ha conseguido un
alto grado de resolucion en el minimo tiempo.

Asi por ejemplo el tiempo de purificacion de cadenas polipeptidicas (péptidos y
proteinas) mediante técnicas convencionales se ha acortado semanas o dias a simple-
mente unas horas por el sistema de HPLC.

Un cromatégrafo de separacion de proteinas y péptidos consiste fundamentalmente
en: dos bombas de alta presion, un inyector manual, un detector (ultravioleta o fluori-
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métrico) una columna, una precolumna, un formador de aradientes, un registrador y un
colector de fracciones.

El componente mas importante en HPLC, es la columna. Existen tres tipos principales
de columnas para separar péptidos o proteinas: de filtracion, de fase reversa y de inter-
cambio iénico. De todas ellas hasta la fecha ha sido /a fase reversa la que ha demostrado
mayor eficacia y alto grado de resolucion en la separacion de péptidos y proteinas.

El sistema cromatografico de fase reversa, estéd basado en la particior de so/utos, entre
una fase estacionaria hidrocarbonadas y umna fase polar maovil. La interacion de los
solutos (en este caso proteinas o peptidos) con la fase estacionaria, dependera tasicamente
de su relacion de aminoacidos (neutros y cargados) y del pH.

SOLVENTES. Es necesario que tanto las proteinas como los péptidos, sean solubles
en el solvente organico y gque 2ste sea miscible en agua. E! solvente /nicial (A), es normal-
mente una solucion acida en aguz (0.05 6 0.1% acido trifluoroacético, TCA). TCA es un
excelente soluble de péptidos y proteinas, es volatil y transparente incluso a bajas longi-
tudes de onda (214 nm.). El sclvente fina/ (B) es normalmente un solvente orgadnico
{Acetonitrilo, Propanci-1, Propano!-2, Metznol, etc.) conteniendo el mismo porcentaje
de TCA que el solvente (A), con objeto de mantener la solubilidad de las cadenas poli-
peptidicas a lo largo del desarrollo de! gradiente de elucion entre el solvente (A) y el (B).
Ambos solventes deben ser desaireados zl menos 30-40 minutos antes de su utilizacion,

La longitud de onda mas aconssjable en la deteccion de proteinas o péptidos son
bien a 280 nm. o alternativamente 274-220 nm, esta Ultima es aproximadamente 10
veces mas sensible que a 280.

COLUMNAS. Las columnas de fase reversa varian segOn el tamafo de la particula,
tamano del poro y densidad de carga (numero de carbono por gramo del soporte). Sphero-
sorb, Ultraphere, Zorbax y u-Bondapsk tienen densidad alta de carbono mientras que otras
como Lichrosorb tienen densidad media vy Vydac bais.

Uno de los mayores parametros cue afectan a2l comportamiento de las cadenas poli-
peptidicas en HPLC de fase reversa 25 2! :amafio del poro. Soportes de silice entre 80-100 3\
se utilizan para separar péptidos de tamafio no superior 2 25 aminodcidos. Péptidos o
fragmentos superiores 2 30 aminoacdos fraccionados 2n relleno de este tamafio de poro
presentan baja resolucion y muy bajo rendimiento. El uso de soportes con un tamafio

de poro de 300 f\ aumentan dramaticamente 2| rendimiento y resolucion de fragmentos
proteicos con rango entre 30-300 aminoacidos.
Entre el inyector y la columna debe siempre de intercalarse una precolumna con el
mismo relleno que la columna.
Algunas de las consideraciones importantes para separar paptidos y proteinas son:
Longitud de onda aconsejable: 214-220 o 280 mm.
— Desairear siempre el solvente inicial (0,1% acido trifluoroacético) y el solvente
final (acetonitrilo en 0,1% acido trifuoroacetico) : 30-40 minutos.
— Utilizar siempre una precolumna con identico relleno de la precolumna.
— Reactivos calidad HPLC (siempre).
— Eluir péptidos o proteinas con gradiente o gradientes sucesivos, de acetonitrilo hasta
conseguir una completa resolucion.
— Centrifugar la muestra en microfuga 1-2 minutos antes de la inyeccion.
— Comprobar que la muestra es soluble en el solvente inicial.
— Equilibrar la columna con el solvente inicial.
— Flujos 1.0 ml o 0.5 mi/min.
— Temperatura ambiente.
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— Columnas aconsejables:

PEPTIDOS. u-Bondapak Cig (3,9 mm x 30 cm.), Resolve-C1g (3,9 mm x 15 em.) o
Lichrosorb RP-18 (0.4%x25 em.).

PROTFINAS. Vydac TR-RP (C1g 5 um, 300 A 250%4,6 mm.) o Ultrapore RPSC

(5 um. 300 K 75x4,6 mm.)

DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICACIA

Concepcion Vidal
Jefe Adjunto en el Servicio de Nutricion de la Clinica Puerta de Hierro.

Centro Nacional de Investigaciones Médico-Quirtirgicas de la Seguridad Social.

. La técnica de cromatografia liquida de alta eficacia ha supuesto un gran avance en el
analisis cuali y cuantitativo de carbohidratos en alimentos, contribuyendo a ello, el
gran desarrolio tecnologico de las columnas cromatograficas.

Para el analisis de los carbohidratos de una muestra, basicamente se emplean dos tipos
de columnas: a) columnas con compuestos ligados quimicamente a la fase estacionaria.
Como fase estacionaria se emplea principalmente €l silicagel, por su facultad de resistir
altas presiones, asi como porque se puede disponer de diferentes tamafos de particulas.
Como fases ligadas se emplean grupos alquilos con radicales amino, ciano, etc. El orden
de elucién en este tipo de columnas es: pentosas, hexosas, di, tri, y tetrasacaridos. En
este tipo de columna hemos realizado diferentes determinaciones de carbohidratos en
bebidas refrescantes (C. Vidal-Valverde y col. Z, Lebensm.Unters. Forsch, 172:93 (1981).
en vegetales (Martin-Villa y col. J. Food Sci. 47 (6): 2086 (1982). b) Columnas de inter-
cambio i6nico. Fundamentalmente se utilizan columnas de tipo cationico. El orden de
elucion es inverso al de las columnas anteriores, es decir, primero eluyen los compuestos
de peso molecular mas elevado, y por Ultimo los polioles. En este tipo de columnas hemos
determinado el contenido en carbohidratos en algunos productos ldcteos (Vidal-Valverde
y col. J. Dairy Sci., 1984, en prensa), asi como se ha llevado a cabo la separacién de
determinados carbohidratos y polioles de dificil resolucion en otros sistemas croma-
toaraficos (Vidal-Valverde y col. J. Liquid Chromatog. 5(10):1941 (1982).

El tipo de detector que se va a emplear en el anélisis de los carbohidratos, va a estar
condicionado al tipo de detector que dispongamos, y al grado de sensibilidad que
requiera nuestro probiema. Los carbohidratos pueden llegar al detector:

2} Sin derivatizar.

Tipo de detector Sensibilidad
Indice de refraccion microgramos
UVa192 nm” microgramos

*) El inconveniente de este detector es que a 192 nm los disolventes pueden interferir
Iz medida
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