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uevo Detector de Diodos
de PERKIN-ELMER
Modelo LC-235

Sensibilidad Exeepcional
PERKIN-ELMER conjuga la
sensibilidad de un ultravioleta de
longitud de onda variable con las
preslaciones de los de diodos.
Sensibilidad cinco veces superior a
la de cualquier otro detector de
diodos existente.

De facil manejo

El Modelo LC-235. no requiere
ordenador como los otros detectores
existentes. Sin necesidad de
manejar codigos complejos. Se fija
la longitud de onda. sensibilidad,
informacion espectral solicitada y
formato. todo lo demas se efectia
automaticamente. Las teclas y
llamadas especiales, le hacen el
detector de diodos de mas facil
manejo existente hoy en dia.

P restaciones inmejorables

El LC-235 es el unico detector que
salisface todas sus necesidades y
expeclativas. Cromatogramas
perfectamente sefiatizados, pureza
automalica para cada pico y
espectros de alta calidad. Todo ello

a niveles de trazas.

Rompiendo precios

El arte de la deteccion al alcance
de cualquier presupuesto. Precio
impactante. ni comparacion con los
detectores actuales. Por el precie de
un buen detector de ultravioleta.
ahora tiene las prestaciones del de
diodos.

Por fin su téenica de deteccion
unificada.
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NUEVA GENERACION DE
INYECTORES AUTOMATICOS
PARA HPLC...

varian --ALBORDE DE LA PERFECCION

MICROROBOT VARIAN 9090

— Capacidad para 105 viales.

— Memorizacion de hasta 99 méto-
dos analiticos.

— Programacion de: volumen de in-
yeccion, ciclos de lavado, mues-
tras prioritarias, etc.

Y ADEMAS:

Realiza automaticamente todo pre-
tratamiento de muestra que implique
extraccion liquido-liquido: derivatiza-
ciones (OPA, FMOC...), diluciones,
mezclas, adicion de patrén interno,
etc...

MUESTREADOR AUTOMATICO
VARIAN AASP

— Realiza automaticamente todo pre-
tratamiento de muestra que impli-
que extraccién liquido-sélido.

— Procesamiento ininterrumpido de
hasta 100 cartuchos con posibili-
dad de elegir entre 12 fases esta-
cionarias diferentes.

— Unico en el mercado.

POR EL MISMO PRECIO QUE UN INYECTOR AUTOMATICO CONVENCIONAL

En Espafa con la garantia CHEMICONTROL
Avda. de Filipinas, 46 - 28003 MADRID - Tel. 91 - 254 66 77/78



Palabras del presidente

Préximas a finalizar mis contribuciones a este boletin como presidente del
GCTA por renovacion de la junta directiva y terminacion oficial de mi carrera
profesional, me parece de interés considerar resumidamente lo que considero
mas significativo de la CTA (Cromatografia y Técnicas Afines) desde junio de
1985 hasta la fecha y los avances futuros mas probables.

Hay que destacar que la cromatografia ha alcanzado el primer puesto en
numero de equipos operativos en los laboratorios de analisis quimico instru-
mental. Casi todos ellos disponen hoy en dia de, por lo menos, un cromatégrafo
o piensan adquirirlo.

La separacion por fluidos supercriticos, descubierta hace unos quince anos,
ha empezado a utilizarse con tal extensién que ya en Barcelona se ha celebrado
en 1988 el primer simposio nacional sobre esta técnica. Por cierto, realizado
con la colaboracion del GCTA. Revistas como Nature y Science le han dedi-
cado articulos de fondo como uno de los avances mas significativos del ano, lo
gue da idea de su importancia en la comunidad cromatografica mundial. Tam-
bién la técnica se ha empezado a utilizar con gran éxito en la preparacion
automatizada de muestras en gran escala, debido a la comercializacion de
sistemas automaticos.

Los equipos de U.V., MS y FTIR combinados con la cromatografia, sistemas
de precio relativamente bajo, se han puesto a la venta en el afio 1987. Ello dara
gran impulso a los analisis cualitativos de componentes organicos en general y
a gran numero de aplicaciones hasta la fecha limitadas por el elevado coste de
la instrumentacion. El conjunto de diodos abre nuevos campos de estudio a la
espectrofotometria de ultravioleta, y a su uso como detector de HPLC.

Un aspecto muy importante de las técnicas cromatograficas es su posibilidad
de automatizacién y de su conexion directa a las redes informaticas. El desarro-
Ilo computadoras-cromatografia ha sido espectacular, introduciéndose hasta
en las partes mas lentas del proceso, la preparacidon de muestras y los pasos de
“clean-up” previos a las separaciones cromatograficas, dando como resultado
su total automatizacion.

Las microcolumnas de HPLC han alcanzado un grado de sofisticacion muy
elevado, muchas de ellas se han aplicado a la micropreparacion de sustancias
puras. Su aplicacion mas relevante ha sido en el campo de la biologia. Se puede
considerar la cromatografia micropreparativa como el paso critico en la micro-
caracterizacion de proteinas.

La cromatografia en fase gaseosa durante los tltimos afos ha mantenido un
nivel constante, medido por el nimero de publicaciones sobre la misma. La
HPLC ha aumentado considerablemente y hay que destacar el extraordinario
desarrollo de la cromatografia ionica. La comercializacion de equipos de sepa-
raciones con fluidos supercriticos hara que se desarrolle extraordinariamente
esta tecnica.

Sin embargo, y a pesar de estos logros cientificos no se ha impulsado, segun
mi opinién, lo suficiente la ensenanza de las CTA en la Universidad espanola,
para hacer frente a lo que pide el mercado de la investigacion; hay mas
demanda que oferta de técnicos en la CTA. Es de esperar que la recientemente
promulgada Ley de la Ciencia compense este desequilibrio.

El futuro de la cromatografia de fluidos, incluyendo la iénica, no es facil de



predecir fiablemente. Algunas areas son ciertamente de gran porvenir; el
aumento del campo de aplicaciones y sofisticacion de las CTA ayudadas por
una automatizacion creciente y la utilizacion del analisis multivariante a la
interpretacién de los cromatogramas complejos, la de métodos informaticos,
asi como el de maxima entropia para almacenar limites mas bajos de deteccion.
En la HPLC se nota la falta de un detector tan versatil como el FID para la
cromatografia de gases. Es de esperar un desarrollo significativo de detectores
y técnicas afines combinados.

Es curioso que el capital riesgo no asume los riesgos que serian posible-
mente factibles en nuevas y avanzadas técnicas y metodologias de separacion;
especialmente en la electroforesis, isotacoforesis como en el flujo electrosmo-
tico para HPLC capilar y la electroforesis sobre gel para la separacion de frag-
mentos de DNA. Hay que orientar la cromatografia a la separacion de molécu-
las a pH elevado y cuya estructura pueda variar al realizar la separacion.

Después de las consideraciones anteriores desde el punto de vistade la CTA
a nivel internacional, se tendria que completar con las del presente y futuro del
GCTA en Espafa. Una sugerencia para abordar este tema seria establecer unos
evaluadores que permitieran cuantificar aproximadamente esta evolucion. El
factor utilizado generalmente, es el numero de trabajos publicados por |os
técnicos espanoles en las revistas cientificas, acompanado de otras variables
como: numerc de equipos de CTA en Espana, técnicos dedicados a las CTA,
laboratorios con CTA, programas que implican CTA, edad media de los técni-
cos en CTA, etc. Se podrian hacer encuestas, por ejemplo, quinquenales a
través del Boletin GCTA.

Estas propuestas se pueden considerar en la proxima reunion bienal de la
Real Sociedad Sociedad Espafiola que se celebrara en setiembre de este anio en
Murcia.

Sera fascinante observar como se desarrollan las CTA los afnos proximos.
Dedicarse a su estudio resultara gratificante para los graduados recientes.
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Tsvet. Su vida y su obra

Maria Dolores Cabezudo

Mikhail Semenovich Tsvet, mas conocido en inglés o francés como
Michel Tswett, nacié en 1872. Es el botanico que descubrié y bautizo la
cromatografia; técnica de separacion revolucionaria que multiplicé los
cauces de informacion sobre los fendmenos, desde principio de siglo
hasta nuestros dias, hasta limites que parecian insospechados. En la
primera mitad de este siglo, hasta nueve premios Nobel de Quimica han
dejado constancia de haber empleado la cromatografia en los estudios
gue resultaron premiados con tan alto galardon.

Sin embargo, a finales de 1939, cuando habian pasado mas de treinta
afios de tan valioso descubrimiento, su casi unico biégrafo, el botanico
Charles Dhéré nos descubre que no existe noticia sobre la vida de Tsvet
y que ha sido escasa la divulgacién de su obra; quizd —anade— por
estar escrita en gran parte, en ruso y en aleman. Esta excusa tan tonta,
llama hoy la atencién y despierta la curiosidad por saber |la verdadera
causa de este olvido: ses que la cromatografia acababa siendo una mera
manipulacion empirica de las sustancias, fruto de la casualidad? Casua-
lidad bastante estridente desde la éptica de hoy. (Fue la envidia o la
rivalidad? En definitiva, nos interesa saber: quién era Tsvet, como era y
qué hizo.

Para reparar el injusto olvido que Dhéré habia constatado, él mismo
volvio sobre los pasos de Tsvet y entrevisto a sus contemporaneos y
accedio a los recuerdos. Fruto de estas pesquisas es un informe publi-
cado en 1943 (1) en el que, junto con el perfil cientifico de Tsvet plasma
su admiracién por las cualidades humanas de “le créateur de l'analyse
chromatographique par adsorption”. A juzgar por lo que he ido encon-
trando en la bibliografia, la documentacion existente hoy comprende:
este informe (1); los 36 articulos cientificos que firma Tsvet como unico
autor, muchos de los cuales recogen sus tres tesis doctorales que
defendid sucesivamente en las universidades de Ginebra (1896), de
Kazan (1901) y San Petersburgo (1910), y su correspondencia con John
Brigquet (quince cartas y ocho tarjetas postales) que se hallan en el
Conservatorio de Botanica de Ginebra. A esto hay que anadir una edi-
cion de ciertos articulos seleccionados, a cargo de la Academia de
Ciencias de la URSS, en 1946 (2). A pesar de las estrechas relaciones
que pone de manifiesto la correspondencia, Briquet sélo dedica unas
lineas a Tsvet en la obra que recoge las biografias de los Botanicos de
Ginebra (3) aunque, eso si, hace la enumeracion, si no completa, muy
extensa de las publicaciones de Tsvet. Digamos que los bidgrafos de
Tsvet -Dhéré, Briquet y Zeichmeister (4), aunque este ultimo anade
poco a los anteriores— son pocos y cautos. La explicacion la vamos a
encontrar en las circunstancias politicas que, sin duda, cercenaron el
brillante comienzo de este genio.



Tsvet habia nacido en Asti (Italia) el 19 de mayo de 1872, siendo sus
padres, Simeon (consejero de estado, en la época de los zares) y Maria
Berozza, italiana. Poseia la nacionalidad rusa y era de religion protes-
tante. A los quince afios se traslado al colegio Gallard, de Lausanne, y
de alli a Ginebra, donde completo el bachillerato. Paul Dutoit, profesor
de quimica en la Universidad de Lausanne, recordaba mas tarde “cuanto
apreciaba el caracter original y charmant de Tsvet” durante los afios
que habian pasado juntos en el Gymnasse de Ginebra (1889-1891).

En el periodo 1891-1896, estudio la carrera en la Facultad de Ciencias
de Ginebra, siendo sus maestros: Robert Chodat y Marc Thury (Bota-
nica), Ph. A. Guye (Quimica) y Ch. Soret (Fisica). Su primera contribu-
cion cientifica, “"Recherches d'anatomie physiologique sur le leptome
intraxillaire des Solanaceées, Longaniacées et Nolanaceées”, realizada en
el Instituto de Botanica, bajo la direccion de Chodat, merecié en 1894 el
premio, que la viuda de Davy habia instituido en recuerdo de su célebre
marido; y en 1896 se publica su tesis doctoral, dirigida por Thury, a la
que siguen ocho articulos que llevan su firma. En 1901 aparece resi-
diendo en Polonia, perteneciente al Imperio Ruso, como profesor de la
Universidad de Varsovia, hasta 1915. Para ello tuvo que realizar una
segunda tesis doctoral que le sirvio de habilitacion y que presenté en la
Universidad de Kazan. Durante su estancia en Varsovia, sus investiga-
ciones dieron lugar a veinte articulos, aparecidos en las revistas alema-
nas mas prestigiosas:

Ber. deutsch. bot. Ges.
Ber. deutsch. chem. Ges.
Bot. Centralbl.
Biochem. Zeitsch.
y en otras publicaciones editadas en francés:
Rev. Gén Botan.
J. Soc. physico-chim. russe
C.R. Acad. Sc. Paris
Rev. Gén. Sc. pures et appl.
ademéas de su obra magna: “Chromophilli v rastitelnom i zhivotnom
mire", que consta de casi 400 paginas, editada en Varsovia en ruso y que
le valié su doctorado en botanica y el premio de la Academia de Cien-
cias de San Petersburgo.

La actividad de Tsvet quedoé interrumpida inesperadamente cuando
en 1915, en plena Guerra Mundial, el ejército aleman ocupo Varsovia.
Tsvet abandond su biblioteca y todas sus cosas y se refugio, primero en
Moscu y luego en Nishmi-Novogorod (hoy Gorki), a donde iba a ser
trasladada la Escuela Politécnica de Varsovia, proyecto que no parece
que se realizd. En 1917 escribia al doctor Briquet, desde Vladidokokaz
en el Caucaso que estaba convaleciente de una grave enfermedad y le
anunciaba la buena nueva de que habia sido nombrado profesor y direc-
tor del Jardin Botanico de la Universidad de Youriev (Tartu, en Estonia).



Hasta finales de 1917 o principios de 1918 parece que no pudo tomar
posesion dado su precario estado de salud. Los alemanes ocuparon
Youriev en febrero de 1918. La universidad emigr6 a Voronezh y Tsvet
partio en el ultimo tren que transportaba a los profesores de la universi-
dad y otros funcionarios. Murié en Voronezh en mayo de 1920, sin que
se sepa el dia.

BIBLIOGRAFIA
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CURRICULUM DE TSVET

1896 — 1* TEeSIS DOCTORAL “ETUDES DE PHYSIOLOGIE CELLULAIRE. CONTRIBU-
TIONS A LA CONNAISSANCE DES MOUVEMENTS DU PROTOPLASME, DES MEM-
BRANES PLASMIQUES ET DES CHLOROPLASTES”. DISSERT. FAC. SCI. GENEVE,
1-84, 1 TABLA.

1898 — /HEMOGLOBINA Y CLOROFILA/ BuULL. LaB. BiorL ST. PETERSBURGO (EN
RUSO).

1899 — BER. DEUTSCH. BoT. GES. XVII, 231-235.

— C.R. AcAD. Sc. Paris CXXIX, 607-610.

1900 — BOT. CENTRALBL. LXXX, 81-87.

— TRAV. SOC. NATUR. ST. PETERSBOURG (EN RUSO) XXX, 1-10.

— 11 PARTE. (EN RUSO).

— /REFUTACION DE LA CRITICA DE MONTEVERDE/ (EN RUSO) L.C. XXXI, 1-8.

— C.R. ACAD. ScI. PARIS. CXXXI, 842-844,

1901 — L.c. CXXXII, 149-150.

— 28 TEeSIS DOCTORAL: [INVESTIGACION SOBRE LA CONSTITUCION FISICO-
QUIMICA DEL “GRANO" DE CLOROFILA". TrRAV. SoC. NAT. UNiv. KAZAN
XXXV (EN RUSO) 1-268, | TABLA.

1902 — TRAV. SOC. NAT. ST. PETERSBOURG (EN RUSO).

— BOT. CENTRALBL. LXXXIX, 120-123.

1903 — ARB. NATURF. GES. WARSCHAU XIV.

1906 — BER. DEUTSCH. BOT. GES. XXIV. 235-244,

— L.C. XXV, 316-323.

— L.C. XX1V, 384-393.

1907 — BIOCHEM. ZEITSCHR. V, 6-32.

— BER. DEUTSCH. BoT. GEs. XXV, 71-74,

L.C. XXV, 137-150.

— L.C. XXV, 388-398.

— BIOCHEM. ZEITSCHR. VI, 373-378.

1908 — BER. DEUTSCH. BoT. Ges. XXVI A, 88-93.

— L.C. XXVI A, 94-100.

— BIOCHEM. ZEITSCHR. X, 404-413.

— L.C. X, 414-425,

— L.C. X, 426-429,

REV. GEN. BoT. XX, 328-332.

1910 — 3* TESIS DOCTORAL. /LOS CROMOFILOS EN LOS MUNDOS VEGETAL Y ANI-
MAL/ 1-380. TABLAS [-5. K ARLASSIAKOFF. VARSOVIA (EN RUSO),

— BER. DEUTSCH. CHEM. GEs. XLIII, 3139-314]1.

— J. SOC. PHYSICO-CHIM. RUSSE, XLIII, 1385-1387. (EN RUSO).

1911 — BIOCHEM. ZEITSCHR. XXI, 501-506.

— C.R. AcApD. Sc1. Paris CLII, 788-789.

— BER. DEUTSCH. CHEM. GES. XLIV, 1124-1127,

BER. DEUTSCH, BOTAN. GES. XXIX, 630-636.



1912 — /EL ESTADO ACTUAL DE NUESTROS CONOCIMIENTOS SOBRE LA QUIMICA DE
LA CLOROFILA/ CONFERENCIA PRONUNCIADA EN EL CONGRESO MENDELE-
JEF. EN SAN PETERSBURGO. J. SoC. CHIM. RUSSE (EN RUSO). REV. GEN. SclL.
PURES ET AppL. XXIII, 141-148.
1915 — EXILIO.
— WILLSTATTER, PREMIO NOBEL
1920 — MUERTE DE TSVET.

Premios Nobel de Quimica posteriores relacionados con la cromatografia

1928 — A. WINDAUS 1939 .. RUZICKA

1929 — H. voN EULER 1940 — HANS FISCHER

1937 — P. KARRER 1948 — ARNE TISELIUS

1939 — RICHARD KUHN 1952 A.J.P. MARTIN
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SHIMADZU HPLC

LC-6A LC-7A LC-8A

ANALITICO BIOCOMPATIBLE PREPARATIVO

SU ELECCION EN HPLC

Consultenos. Le atenderemos desde la mas proxima de nuestras 18
delegaciones en Espana.

IZASA E)sSHIMADZU

Barcelona 323 48 63. Bilbao 35 18 38. Gijon 35 67 46. Granada 28 07 30.
Las Palmas 24 21 49. Madrid 734 61 14. Malaga 39 28 97. Murcia 29 87 11.
La Laguna 65 01 12. Palma de Mallorca 28 91 71. Santander 25 30 16.
Santiago de Compostela 58 28 00. Salamanca 24 09 70. Sevilla 36 41 66.
Valencia 347 66 25. Valladolid 23 59 27. Zaragoza 77 17 14.



Una vivencia cromatogréafica de 25 afios

Miguel Gassiot Matas

Seccion de Cromatografia del Departamento de Quimica Analitica del CETS,
Instituto Quimico de Sarria (Centro Asociado al CSIC), c¢/Institut Quimic de
Sarria, s/n. 08017 Barcelona.

Veinticinco anos haciendo cromatografia es un tiempo suficientemente largo (un
cuarto de siglo), como para mirar hacia atras y reflexionar en voz alta con sinceridad y
sin limitaciones, o sea, con libertad. Este relato quizas pueda ser (til a alguien, y consi-
deraria que el esfuerzo de llenar estas paginas ha sido suficientemente recompensado,
si con su lectura se pudiera evitar que algan joven cromatografista echara la jeringaala
basura, como consecuencia del desanimo y la desesperacion. Soy consciente del riesgo
que asumo al publicar, a sugerencia de un buen amigo y gran cromatografista, este
relato, pues puedo olvidar algo y a alguien: vayan por adelantado mis disculpas, ya que
mi intencién es escribir una vivencia que, por principio, es y debe ser subjetiva. Ojala
otros companeros se animen a publicar las suyas, particulares y colectivas, ya que, con
ello, dispondriamos de un material muy valioso para construir |a historia de la cromato-
grafia en Espafa.

En este relato destacan dos personajes importantes: el Instituto Quimico de Sarria de
Barcelona y Perkin-Elmer. Con ello no quiero ignorar instituciones o personas con los
que me unen vinculos de amistad, ni a otras firmas importantes que también aparecieron
en Espafa al principio de |la década de los afios 60. Por ello, creo necesario justificar
ahora el porqué menciono estas dos instituciones como protagonistas. Las razones son
las siguientes: )

El Instituto Quimico de Sarria (IQS) es posiblemente el primer centro de Ensefanza
Superior e Investigacién de Espafa, que apuesta decididamente por la cromatografia
instrumental, entonces Unicamente la de gases. A ello, dedicé hombres y dinero, de
forma considerable, atendiendo a sus posibilidades en aquelios afos. Pero conviene
dejar bien claro, que la decisién fue: crear una seccion de trabajo, que se dedicara a la
cromatografia de gases en si misma y no como medio, o instrumento, para conseguir
otros objetivos.

En el aflo 1959, Perkin Elmer, expone su cromatografo de gases 116E en el Instituto
Quimico de Sarria, siendo ésta su primera accion de marketing en Espana. Pero con-

-viene destacar que, en 1956, aparece en Afinidad el trabajo: “La Cromatografia de gases,
nueva arma de la técnica". Este articulo puede considerarse como uno de los primeros
trabajos, en lengua espanola, sobre cromatografia instrumental, en el que se cita a los
grandes maestros de esta técnica: James, Evans, Keulemans, Martin, etc. De él he creido
conveniente destacar el siguiente grafico: fig. (1)
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en el que se representan los logs. del volumen de retencion, relativos al n-pentano, en
funcion del numero de atomos de carbono, para series homologas de hidrocarburos. El
autor de este trabajo es el Prof. P. Ferrer Pi, que un ano mas tarde seria director del IQS.
Conviene recordar que el primer "paper" en el mundo, sobre cromatografia de gases,
aparecio cuatro anos antes, en 1952, Y en 1955 aparece en Estados Unidos el primer
cromatégrafo comercial. Es decir, ya antes de que se establecieran relaciones entre el
Instituto Quimico y Perkin-Elmer habia nacido, en este centro, una seria inquietud por
esta técnica; aunque ahora, treinta anos despues, nos parezca un poco presuntuoso
aquel titulo, en el cual, el autor del trabajo intuia que se hallaba frente a una nueva
técnica, cuyas posibilidades eran del todo imprevisibles. Aunque, era seguro que habria
en la quimica: un antes y un después de la cromatografia de gases.

En el afio 1961, el Instituto Quimico de Sarria adquirid el cromatdgrafo de gases antes
mencionado. En aguella época yo era un recién graduado del Instituto y habia sido
admitido, como estudiante de doctorado, en el laboratorio —recién construido— de
métodos instrumentales de analisis, bajo la direccion del profesor Luis Condal Bosch.
En poco menos de tres dias, aquel aparato fue desembalado y puesto en funciona-
miento, antes de que llegara ningun técnico de la casa constructora. Recuerdo perfec-
tamente las dificultades que tuvimos para interpretar los manuales de instrucciones en
aleman.

En nuestro instituto, nadie habia hecho ningln curso de cromatografia de gases,
unicamente habiamos leido algunos catélogos y folletos y habiamos visto funcionar un
aparato analogo al adquirido, en ocasion de unas demostraciones efectuadas en el |1QS,
por el ingeniero Rico Negri, de Perkin Elmer, y que, con gran habilidad, consiguio
imponer la idea de que la C.G. era una técnica extraordinariamente util, que servia para
casi todo y que ademas era muy sencilla: no tenia problemas. No tardamos mucho en
comprobar que nuestro buen amigo Rico Negri habia pecado de optimista, pues si bien
la técnica y el correspondiente aparato ofrecian unas posibilidades jamas sofiadas, no
servia para casi todo, sino mas bien para casi nada, si no se sabia manejar adecuada-
mente; cosa que no era facil de aprender en plan autodidacta, como tuvimos que hacer
nosotros. Pero, a pesar de todo, el aparato empez6 a hacer linea de cero a los tres dias
de haber llegado.

Como pueden ver esta historia tiene mas de veinticinco anos, pero considero que
antes de 1962 es casi una prehistoria; ya que, en este afo, empieza en nuestro instituto
una verdadera produccion cromatografica, modesta, pero pionera.

En el afio 1962 tienen lugar dos hechos importantes: el curso del profesor Lewin, fruto
de la ayuda norteamericana, conseguida por el I1QS. La propia ayuda, 123.000%, en
instrumentacion cientifica, y la consolidacion de los servicios a la industria o "servicios
técnicos”.

Gracias a la ayuda americana, se pudo disponer de otro cromatégrafo de gases Perkin
Elmer (el 154) y también organizar un curso de cromatografia de gases, a cargo de los
profesores Lewin y L. Condal, con la participacion de casi todas las companias que
entonces comercializaban cromatografos de gases: "Beckman”, "Varian-Aerograph”,
"F.M."” y "Perkin-Elmer", Se consigui6 la mas grande exposicion de cromatografia de
gases que jamas se habia visto en Espafa, por el hecho de reunir varios modelos de las
diversas firmas entnrnces mas conocidas. Un detalle muy importante: todos funcionaban
menos uno, lo cual no era nada facil en una época en la que, conseguir un manorreduc-
tor podia ser un problema y un tubo de acero inoxidable estirado en frio, de 1/8 de
pulgada, era practicamente imposible de encontrar,

El primer problema de cromatografia de gases que nos planted la industria fue ante-
rior a 1962. Se trataba de poner a punto una metodica para analizar la composicion del
“gas butano” (L.P.G.) y, en funcién de esta composicion, calcular el poder calorifico.

Era necesario conocer la composicion en metano, etano, propano, isobutano, butano,
propeno y pentanos. Recuerdo una discusion, casi acalorada, en la que un técnico nos
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queria convencer de que daba igual que tomaramos muestra de la fase liquida o de la
fase vapor, con la condicién de que agitdramos bien la botella que contenia la muestra.
Uno de los primeros éxitos de la cromatografia fue, pues, el poder demostrar experimen-
taimente, a un técnico con poca fe, la ley de Raoult.

En la metédica que propusimos, se utilizaba una columna de silica (cromatografia gas
s6lido), en la que se separaban muy bien los componentes de la muestra y era posible
detectar el propeno, que creaba problemas en los radiadores de combustién catalitica.
Sin embargo los cromatogramas eran muy largos y los picos fuertemente asimétricos.

No obstante, se obtenian unos resultados correctos y unos valores del poder calorifico
completamente acordes con los resultados de algunas pruebas calorimétricas, que se
habian efectuado en otros laboratorios. Prueba de ello es que: los primeros anélisis se
realizaron en enero de 1961 y, hasta el afio 1965, este control se efectuaba en el IQS. Las
botellas de L.P.G. llegaban a docenas, pueden imaginarse ustedes lo incémoda que era
la toma de muestra, ya que las botellas pequefias pesaban 15 Kg., pero algunas eran de
tamafo grande, con unos 35 Kg. de peso.

En el verano de 1963, aparecié en nuestro pais el grave problema de intoxicacién por
alcohol metilico, debido a una incorrecta rectificacidon de los alcoholes de orujo de vino.
Cundio la alarma y se pudo comprobar que la prueba del acido cromotropico, la indi-
cada entonces por la legislacion, era inadecuada como técnica cuantitativa para deter-
minar trazas de metanol en alcohol etilico. Se recurrié a nosotros y, en una semana,
pusimos a punto una técnica cromatografica adecuada para determinar metanol en
alcoholes vinicos y licores. Se pudo demostrar que pequenas cantidades de metanol se
encuentran siempre en todo alcohol vinico, para ello analizamos los cognacs franceses
mas acreditados, en los que encontramos cantidades del orden de hasta 50 mg/L de
metanol.

Una vez resuelto el problema del alcohol metilico y otros muchos, menos espectacula-
res, que se presentaron al instituto, nos planteamos el problema de la calibracion y
linealidad de los detectores de conductividad térmica, los Gnicos de que disponiamos
entonces. Por otra parte era muy dificil abordar temas de investigacion, en cromatogra-
fia de gases, que exigieran una amplia infraestructura en instrumentacién y materiales.
Por ello se escogi6 el tema de la respuesta especifica del detector de conductividad
térmica, dada su importancia para el analisis cuantitativo. Por otra parte, nos parecio
gue podiamos aportar algo después de estudiar la bibliografia.

El resultado de este estudio fue el trabajo sobre respuestas molares relativas, en el que
se aportaban unas formulas que permiten estimar la respuesta molar relativa a partir del
peso molecular y del volumen molar, y, otro trabajo, sobre la medida de areas de picos
cromatograficos.

Casi simultaneamente y tomando como base nuestra limitada experiencia, mucho
entusiasmo y la colaboracién de firmas comerciales, empezamos a organizar cursos
sobre cromatografia de gases.

En estos cursos se insistia, muy especialmente, en el aspecto experimental de la
técnica, procurando transmitir todas nuestras vivencias. Quiero indicar aqui, que nues-
tras vivencias eran descritas con tanto realismo y entusiasmo que, en una ocasion, un
ingeniero de la firma comercial que colaboraba con nosotros nos dijo:

"Realmente el curso es muy util tal como lo organizais, pero vosotros me asustais a los
clientes”.

Creo que nuestro vehemente realismo no era otra cosa que expresion de una idea
implicita, que fue la base de nuestra filosofia:

“La cromatografia de gases (la instrumental) hay que tomarla con un tema de estudio
en si misma, o sea, como una especialidad y no como una simple herramienta, que nos
interesa s6lo cuando sirve a nuestros intereses”. Puesto que también hay intereses
bastardos, incluso en el mundo cientifico.

Por ejemplo: los encargados del servicio de cromatografia recibiamos solicitudes
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continuamente de otros grupos de nuestro mismo instituto con la peticién siguiente:
“Pasame este producto por el cromatédgrafo”.
Fue necesario que transcurrieran bastantes anos, para que los que pedian un servicio
de cromatografia comprendieran que cada problema cromatografico precisa de un di-

sefo adecuado. : :
Tal como se ha indicado antes, ya en las primeras semanas de funcionamiento del

primer cromatografo, la industria empezé a interesarse y acudieron muchas con pro-
blemas muy concretos.

En 1961 se resolvieron 69 problemas analiticos.

En 1962, 101 analisis.

En 1963, 167 andlisis.

Eran muestras del tipo mas diverso, desde gas licuado (gas butano, propano) esteres
metilicos de acidos grasos, aceites esenciales, alcoholes vinicos, licores, hasta produc-
tos de sintesis (como aminas aromaticas), etc...

Para cada una de las muestras indicadas se redactaba el correspondiente informe con
los resultados. Conviene aclarar, que las cifras dadas anteriormente se refieren siempre
a analisis globales y que cada uno puede comprender varias muestras. Este trabajo se
realiz6 con un cromatoégrafo de gases y un ingeniero que, ademds, tenia encargos de
docencia en el laboratorio de analisis organico. En 1986, se han resuelto 426 problemas
analiticos con una infraestructura instrumental muy superior: 7 cromatografos de gases,
4 cromatografos de H.P.L.C. y un cromatografo de gases conectado a un espectrometro
de masas. El equipo humano actual esta constituido por un doctor ingeniero quimico, un
ingeniero quimico y un laborante. Tanto el doctor como el ingeniero tienen encargos de
docencia e investigacion que les ocupan aproximadamente un 50% de su tiempo. Por
otra parte, los problemas que se presentan en la actualidad son mucho mas
complicados. Por ejemplo: poner a punto una técnica para la determinaciéon de los
parametros farmacocinéticos de algun farmaco, o problemas de contaminacion de
productos alimentarios.

Me perdonaran si en algan aspecto de nuestras vivencias cromatograficas me he
adelantado rapidamente hasta llegar a nuestros dias. En realidad he creido importante
resaltar una actividad que, en algun momento, fue criticada y que ahora todo el mundo
redescubre. El compromiso de servicio a la industria y al entorno social del pais.
Conviene matizar que no todo fue idealismo en el planteamiento inicial. Pero, gracias a
esta simbiosis, fue posible obtener unos recursos econémicos para mantener una
minima infraestructura humana e instrumental, que crecié considerablemente con el
tiempo. Por otra parte, también debo decir que aprendimos mucho y adquirimos una
experiencia y una practicidad. extraordinariamente util.

En 1964, se inicio en el 1QS la primera tesis doctoral en cromatografia de gases: la mia.
Por una serie de problemas administrativos yo queria presentar la tesis en la Universidad
de Barcelona, mi sorpresa fue mayuscula al comprobar que no habia interés en la
realizacion de una tesis sobre este tema, todos decian mas o menos lo mismo: la
cromatografia de gases es un medio, una herramienta. Incluso un profesor me dijo:
“Seria como hacer una tesis sobre unas balanzas". Sorprendido, perplejo y un poco
desanimado me fui a Madrid, en cuya universidad el doctor Fernando Burriel acogié con
entusiasmo la idea de presentar una tesis doctoral sobre cromatografia, realizada en el
Instituto Quimico de Sarria, bajo la direccion del doctor Luis Condal, y que se defendio
en el afio 1966. A partir de este hecho, y por indicacion y deseo del doctor Condal, la
direccion del 1QS me hizo responsable, al ano siguiente, de la seccion de cromatografia
y por tanto del correspondiente servicio para todo el Instituto. Con ello se establecia el
principio de centralizar los laboratorios de técnicas instrumentales de cierta entidad,
para evitar dispersiones y gastos inutiles en un futuro préximo, ya que se preveia una
inminente explosion de la instrumentacion, incluso en centros con medios limitados
como el nuestro. Esta filosofia se mantiene en la actualidad.
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Poco después de hacerme cargo de la seccion de cromatografia, recibi la valiosa
ayuda de Maria Cruz Sanchez Dalmau, licenciada en Ciencias Quimicas, y que trabajo
con nosotros durante once afos, colabord de forma eficaz en varios trabajos de
investigacién y en una gran cantidad de servicios técnicos.

En el afio 1966, tuve la ocasion de visitar el laboratorio del profesor Guiochon, en
I'Ecole Polytechnigue de Paris, con motivo de | Congreso de Pirélisis-Cromatografia de
Gases, que tuvo lugar en la misma Ecole Polytechnique. Aquel fue mi primer contacto
con una de las escuelas mas avanzadas del mundo en cromatografia de gases, mi
primera sensacion fue de admiracion, pero, simultdneamente, de desanimo. Pensé: jno
les alcanzaremos nunca! Pero, al mismo tiempo, me invadi6 un cierto optimismo cuando
descubri lo que estaban haciendo unos becarios espafioles en el laboratorio del profesor
Guiochon. Alli conoci a los doctores Dabrio y Farré, una inmediata simpatia se
transmitio entre nosotros e intuimos que la unica forma de quemar etapas, para llegar a
un cierto nivel en cromatografia de gases en Espafa, era la colaboracién entre los que,
de una forma o de otra, nos habiamos iniciado en esta técnica. También el profesor
Guiochon nos ofrecid su apoyo y colaboracion.

De Paris fui a Roma, gracias a una beca de Carlo Erba Istrumentazione, donde tenia
lugar el Symposium on Gas Chromatography, el Congreso mas importante de la
especialidad y recuerdo que alli se presentaron los polimeros orgdnicos microporosos
de poliestireno y divinil benceno para C.G. —los "Porapak"— como un material
extraordinario, muy adecuado para el andlisis de disoluciones acuosas de alcoholes y
también para muchas otras cosas. Los autores de la comunicacion manifestaban que no
disponian ain de un modelo quimico-fisico que explicara el fundamento de la retencion
cromatografica de los polimeros organicos microporosos. Esta afirmacion, junto con la
idea de continuar el tema de mi tesis, sobre la determinacién de agua mediante
cromatografia de gases, nos llevo a estudiar el comportamiento de los Porapak. Para
ello, se decidido determinar las isotermas y las entalpias de adsorcion, mediante el
método de elucion, aplicando la correccion por difusion sobre el perfil del pico. Este
trabajo fue realizado por uno de mis primeros alumnos, B. Monrabal, que mas tarde
realizo su Ph.D. en Estados Unidos con el profesor Harold McNair, del Virginia
Polytechnic Institute and State University.

De la forma de las isotermas y de los valores de las entalpias de adsorcion, se podia
deducir que el sistema funcionaba de acuerdo con un modelo de adsorcion fisica, y se
ponian de manifiesto interacciones adsorbato-adsorbato, en las que las moléculas del
componente eluido previamente modifican la elucion del segundo componente a causa,
posiblemente, de |la desactivacion de los puntos activos del adsorbente. También se
comprobo que el método de Kipping y Winter permitia la obtencion de isotermas de
adsorcién, a partir de la cola del pico cromatografico, si bien para ello era necesario
efectuar la correccion de la difusion. No obstante quedaba siempre la duda de si el
proceso cromatografico de elucion, del cual se partia para el calculo de la isoterma, era
fiel reflejo del equilibrio de adsorcion correspondiente.

Este tema también preocupo a L. Eek y T. Galceran, que presentaron un trabajo sobre
los polimeros microporosos en el “Primer Simposio sobre Cromatografia de Gases” de
Espana, organizado por Anque en Barcelona, en diciembre de 1968, dentro del marco de
Expoquimia.

El considerable aumento de servicios requeridos a la seccion de cromatografia, tanto
internos como procedentes de la industria, justificd la adquisicion de nuevos
instrumentos. Una vez mas debo mencionar a Perkin Elmer, verdadero "mecenas" de los
cromatografistas de entonces en Espafia, que colaboré de forma muy importante,
llegando incluso a regalar equipos, para que la seccion de cromatografia del 1QS se
convirtiera en uno de los mejores escaparates de cromatografia de gases de Espana,
tanto por la variedad de modelos, como por el hecho de que estaban en pleno
funcionamiento. Este hecho permitié intensificar la tarea didactica pues, por una parte,
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era posible aceptar mas estudiantes para que realizaran su trabajo de fin de carrera en
cromatografia de gases y por otra se podian hacer mas cursos y, en ellos, hacer
practicas con diferentes modelos. Asi, en los afos 70, disponiamos, ademas de los
aparatos antes mencionados, del F-6, los F-11, el 880 y el 990. En consecuencia,
teniamos aparatos con F.I.D., programacién de temperatura y posibilidad de trabajar
con columnas de vidrio. También conseguimos dos columnas capilares de acero
inoxidable.

En verano de 1970, el doctor Dabrio tuvo una magnifica idea: escribir un libro sobre
cromatografia de gases, tomando como base un curso de cromatografia, que se habia
realizado en el Instituto de Quimica Organica de Madrid, C.S.1.C. En 1971, aparecio este
libro: "Cromatografia de Gases", en dos tomos, de M. Dabrio; en el cual colaboramos
todos los que entonces teniamos ya una cierta experiencia en esta técnica, tanto
experimental como docente. Este libro, publicado por Editorial Alhambra, tuvo mucho
éxito y se agoté en pocos afos. Casi simultaneamente, la Junta de Energia Nuclear
editd, "Teoria y Practica de la Cromatografia en Fase Gaseosa", de L. Gasco. El libro de
L. Gasco es una obra muy util y que contiene una gran cantidad de detalles practicos,
que jamas he encontrado en ningun texto. Por ejemplo: la parte dedicada a los indices
de retencion o indices de Kovats.

El encuentro en Paris, en el laboratorio del profesor Guiochon y la redaccion del libro
fueron los catalizadores que provocaron, en octubre de 1972, el nacimiento del Grupo
de Cromatografia y Técnicas Afines dentro de la Real Sociedad Esparfiola de Fisica y
Quimica. Los fundadores del grupo fueron: Maria Josefa Molera, M. Dabrio, J.A. Garcia
Dominguez, M.D. Cabezudo, J. Albaigés, F. Farré y el autor de este articulo.

En la actualidad nuestro grupo tiene mas de 300 socios, edita un boletin y organiza
cada afio una reunion cientifica.

En la década de los 70, la cromatografia de gases en Espafa tuvo un crecimiento
explosivo y son ya varias las firmas de instrumentacién que ven en nuestro pais un
mercado interesante y casi totalmente en manos de Perkin-Elmer, de forma merecida, ya
que esta firma creyd en el desarrollo cientifico y técnico de nuestro pais casi diez afos
antes, siguiendo el consejo del profesor M. Montagut —anterior director del Instituto
Quimico de Sarria— y que, gracias a su acertada gestion, fue posible alcanzar en el 1QS
la situacion actual.

En estos afnos se inician contactos y se establecen relaciones con otras firmas de
instrumentacion cientifica. Quiero destacar aqui y agradecer el apoyo que recibimos de
Carlo Erba Istrumentazione al obsequiarnos con un cromatégrafo modelo “Fractovap
200" y que hemos utilizado durante muchos afios. También celebramos la valiente inicia-
tiva de J. Maria Gibert —antiguo alumno nuestro— al fundar la primera empresa inte-
gramente espanola dedicada a la cromatografia: actualmente Konik, cuyos aparatos
todos conocemos y hemos utilizado.

A partir de 1970, la infraestructura técnica para la cromatografia en Espafia mejora
muchisimo y ya es posible obtener los accesorios y los productos mas importantes para
cromatografia de gases sin grandes demoras.

Anteriormente a 1970, tuvimos que mejorar la capacidad de resolucion, puesto que se
queria conseguir la separacion de enantiomeros en la seccion de Estereoquimica del
Instituto Quimico de Sarria, siguiendo los trabajos de Gilav. Para ello fue necesario
recurrir a la preparacion de columnas capilares de vidrio y aqui destacan los trabajos de
J. Irure, S. Julia y R. Matas que, en sus tesis doctorales, consiguieron interesantes
separaciones de diaestereoisomeros, también se sintetizaron algunas fases estaciona-
rias Opticamente activas que permitieron la separacion de algunos enantiémeros.

No obstante, en la preparacion de columnas capilares de vidrio aparecian serias difi-
cultades. Disponiamos de una maquina para el estirado de vidrio, la unica que entonces
existia: la "Dr. Huppe Aparatebau”. Mediante grafitado de la superficie interior del tubo,
antes de depositar la fase estacionaria por el método estatico, se conseguian columnas
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con una duracion considerable en el caso de fases estacionarias apolares. Sin embargo,
cuando se pretendia impregnar con fases polares, se obtenia poca eficacia y, siempre, a
las pocas horas de funcionamiento, se rompia la continuidad del film, formandose gotas.
Por esta razon, iniciamos un estudio sobre modificaciones de la superficie del vidrio
para mejorar la mojabilidad de éste por las fases estacionarias polares. Para ello, y
siguiendo la idea propuesta por J.O. Pascual, se tomaron diversas placas de vidrio de
borosilicato y de vidrio sédico y se sometieron a diversos tratamientos: aumento de la
rugosidad por ataque con H;F,, o funcionalizacion mediante reactivos silanizantes.
Sobre estas placas se depositaba una gota de la fase estacionaria, objeto de estudio, y se
colocaba la placa sobre una platina de microscopio calentable hasta 350 °C. Se obtenia
el angulo de contacto, a diversas temperaturas, fotografiando el perfil de la gota. Fue
interesante el comprobar un fenémeno de histeresis en todos los casos, al representar la
variacion del angulo de contacto en funcion de la temperatura, al calentar y al volvera la
temperatura inicial. Esta experiencia sugeria una mejora de la mojabilidad a alta tempe-
ratura y, esta mejora, se mantenia incluso después, al regresar a la temperatura inicial.
No obstante, este fenémeno podria ser debido a la formacion de pequefas cantidades
de productos de oxidacion de la fase estacionaria durante el calentamiento, que pueden
modificar la tension superficial del liquido estacionario.

Como ya he indicado antes, la colaboracion de J.O. Pascual fue fundamental en este
trabajo; buen amigo y gran sabio muri6 en febrero de 1982. Gran conocedor de los
aspectos mas misteriosos de la cromatografia, somos muchos los que le recordamos
como maestro que influyé en nuestra formacién cientifica y humana.

Casi simultaneamente con estos trabajos, fue necesario poner a punto una técnica
para la separacion de esteroles y esteroides mediante cromatografia de gases. Los
motivos eran muy diversos:

Por una parte, la seccion dedicada a sintesis de esteroides estaba interesada en poder
aplicar la cromatografia de gases. Por otra, también recibiamos peticiones de ayuda de
clinicas y hospitales para detectar niveles de algunas hormonas esteroidales en fluidos
biologicos. Finalmente era urgentisimo poder disponer de una correcta metodologia
para luchar contra el fraude en el campo de los lipidos alimentarios: grasas y aceites,
pues la simple cromatografia de los esteres metilicos de los acidos grasos no daba
informacion suficiente, para poder detectar con seguridad adulteraciones de grasa
vegetal con grasa animal y viceversa.

Se dedico un considerable esfuerzo a este tema y se consiguieron varios objetivos:

— Poner a punto una técnica para determinar testosterona en orina con “recovery”
aceptable - 85%.

— Poner a punto la técnica para la determinacién de los esteroles de insaponificables
de aceites y grasas separando: colesterol y B-sitosterol, Un “stage"”, que realicé en la
Universidad de Bologna en 1967, fue muy util para organizar esta metodologia como una
técnica de rutina en el IQS.

— Hacer un curso sobre: "Aplicacion de la cromatografia de gases al analisis de
aceites y grasas", con la colaboracién del doctor Gracian, del Instituto de la Grasa de
Sevilla.

Pero, no menciono aqui un objetivo que, por el momento, no conseguimos y que
perseguimos sin descanso: La cromatografia de esteroles con columnas capilares de
vidrio y sin derivatizacion de la muestra.

Alguien pudiera objetar que esto era terquedad o tozudez de cromatografista, ya que
la separacion de los esteroles clasicos se conseguia mediante columnas de relleno: se
trataba de alcanzar, en cierta forma, la frontera térmica de la cromatografia de gases,
con sus maximas posibilidades de resolucion y con sustancias casi en el limite de su
estabilidad. Pero existia otra razon: intentar separar el desmoesterol del colesterol, con
una retencion relativa, respecto al colesterol, de 1.04 y con el agravante de que: el
desmoesterol es un componente muy minoritario frente al colesterol. jPero qué interés
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puede tener cuantizar pequefnas cantidades de desmoesterol en colesterol? Se trataba
de algo realmente util en medicina, pues segun el doctor Paoletti, éste podia ser un
sistema para el diagnoéstico precoz de tumores cerebrales malignos en muestras de
biopsia.

También se estudid la descomposiciéon térmica del colesterol y otros esteroles,
mediante pirdlisis-cromatografia de gases, con el fin de identificar algunos componen-
tes minoritarios que aparecian en los cromatogramas de esteroles y que se suponia eran
artefactos producidos durante el proceso cromatografico. Lo que motivaba grandes
problemas de interpretacion, en los cromatogramas de los insaponificables de grasas y
aceites. Por otra parte, habia también bastantes dudas sobre la estabilidad térmica de
estas sustancias, que requerian una temperatura muy elevada para su elucion mediante
columna capilar. El trabajo sobre pirdlisis-cromatografia de gases de esteroles fue la
primera tesis doctoral que yo dirigi. Parte de sus resultados se presentaron en el Simpo-
sium sobre Pyrolisis-Gas Chromatography de 1972 en Paris. La tesis fue defendida en
junio de 1974 y su autor fue el doctor E. Julia. Creo interesante destacar que, en esta
tesis, utilizamos por primera vez el acoplamiento cromatografia de gases-espectro-
metria de masas, para la identificacién de los productos de pirdlisis y se utilizé un
pirolizador de temperatura de Curie y, con referencia a la cromatografia de gases de los
esteroles, se identificaron los colestadienos (olefinas producidas por pérdida de agua),
las A4 y A5 colestenona 3 y colesta 1,3,5 trien-3-ol.

Otro resultado importante fue saber que, si el gas portador no tenia trazas de oxigeno
y las paredes del sistema cromatografico no tenian puntos activos, los esteroles podian
resistir temperaturas muy altas, de hasta 290 ¢C, para su cromatografia de fase vapor, sin
sufrir descomposicion importante.

Los problemas que iban apareciendo en nuestro pais, dada la insuficiente infraestruc-
tura analitica, nos obligaba a colaborar mas y mas en problemas relacionados con la
quimica agroalimentaria. Por otra parte esta industria solicitaba constantemente nuestra
colaboracién. Por ello, sin abandonar los temas de cromatografia general, las circuns-
tancias y también nuestra vocacion de servicio, nos llevaron a estudiar problemas rela-
cionados con la calidad y el fraude de algunos alimentos. Asi, nuestro Ministerio de
Comercio nos encargd un estudio sobre |la calidad de los quesos fabricados en Espana y
que se cifo al control de la calidad de la grasa. Los resultados fueron publicados por el
servicio de ediciones del mismo Ministerio. Como contraprestacion, por este estudio, el
Ministerio de Comercio concedid una subvencioén al Instituto Quimico de Sarria, que le
permitio adquirir el primer sistema cromatografia de gases-espectrometria de masas, un
modelo Perkin-Elmer Hitachi MS-50.

Con la llegada del sistema CG-EM revivimos las angustias, ya casi olvidadas, de los
principios de la cromatografia de gases. No habia posibilidad para ir a aprender fuera, ya
que el Instituto no podia prescindir del personal cientifico, para un curso de entrena-
miento, debido a los simultaneos compromisos académicos. Aquello fue pasar de un
sistema de presion positiva, la cromatografia de gases, a otro de presion negativa y alto
vacio. Pasamos de buscar fugas a buscar “leaks”. Pero lo mas dificil fueron los proble-
mas asociados al separador de helio, el sistema tenia un separador molecular de jet, muy
bien disenado pero que se obstruia con suma facilidad.

Las lineas de investigacion de tipo mas basico se centraron en las columnas capilares
de vidrio y mas adelante, en el tema de los indices de retencion, aunque la dedicacion a
estos temas dependia de los compromisos de investigacion que establecia el instituto
con la industria y los diversos organismos de la Administracion.

En el afno 1972, publicamos un trabajo sobre cromatografia de gases de esteroles con
columnas capilares de vidrio hechas por nosotros y, también, se presenté una comuni-
cacion en el M. Tswett Memorial Symposium on Chromatography en Leningrado, Union
Sovietica.

Se consiguio preparar una columna capilar de vidrio con B-B'oxidipropionitrilo como
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fase estacionaria, utiizando la técnica del carbonato de bario para aumentar Ia compati-
bilidad del vidrio con el liquido estacionario.

Mas adelante, ya en la década de los ochenta, se puso a punto la técnica de persilila-
cion de Grob, para preparar columnas con fases apolares. También se hicieron pruebas
satisfactorias con columnas de vidrio sodico, tratadas con HCI, para fases polares. Sin
embargo, su fragilidad era tan grande, que su montaje en el instrumento creaba grandes
problemas.

Como ya he indicado antes, los indices de retencién o de Kovats fue un tema que nos
preocupd. En primer lugar vimos que era necesrio mejorar la precision y la exactitud, en
la determinacion del parametro de retencién mas correcto de que dispone la cromato-
grafia de recorrido constante. Dejando aparte los factores instrumentales, nos dimos
cuenta de que el punto méas problematico, en la obtencién del indice de retencién, era la
medida del tiempo muerto (o volumen muerto). Para ello propusimos un concepto mas
funcional del tiempo muerto, como aquel valor de t,, que da el mejor ajuste lineal para la
correlacion entre el log ts frente al nimero de atomos de carbono, para la serie homa-
loga de las n-parafinas.

Este trabajo fue realizado en colaboracion con el equipo del doctor Albaigés del
Instituto de Quimica Organica de Barcelona (C.S.I1.C.). Esta colaboracion fue muy
fecunda y permitio establecer bases para estudios de correlacion entre indices de reten-
cion y estructura, con un planteamiento completamente general, ya que se consideraba
tanto la cromatografia de gases como la de H.P.L.C.; en la que empezdbamos a tener
cierta experiencia. En el Instituto de Quimica Organica Aplicada del CSIC se sintetiza-
ban diversas fases estacionarias, quimicamente ligadas al soporte sdélido, tanto para
cromatografia de gases como cromatografia liquida de alta eficacia, y nosotros determi-
nabamos indices de retencion en C.G. o K’ en H.P.L.C. Naturalmente pudimos compro-
bar lo importante que era la correcta determinacion del tn para cualquier estudio de
correlacion entre retencion y estructura, también en el caso de la H.P.L.C. Estos trabajos
formaron parte de las tesis de los doctores Guardino (en el CSIC, bajo la direccion del
doctor Albaigés) y Angel Diez-Cascon, en el 1QS, y se presentaron en el X International
Symposium on Chromatography, celebrado en Barcelona en setiembre de 1974. Este
congreso, maximo exponente de la cromatografia mundial, fue un reconocimiento
implicito a los investigadores espafoles de la especialidad, ya que fue organizado con-
juntamente por el Grupo de Cromatografia y Técnicas Afines de la RSEFQ y el GAMS,
de Paris. Formaban parte del Comité Cientifico los doctores Dabrio y Farré y a mi me
cupo el honor de presidir el comité organizador. Posiblemente este hecho, junto con la
presentacion de un trabajo —sobre columnas capilares— en el Symposium en Lenin-
grado en 1972, fue la causa de que la Academia de Ciencias de la URSS me concediera
la “Medalla del 75 Aniversario del Descubrimiento de la Cromatografia por Tswett",
celebrado en 1978 en Tallinn, URSS.

Esta condecoracion la comparto con todos los que colaboraron conmigo y con el 1QS,
pues sin la ilusién, tenacidad y preparacién de aquellos y sin el soporte de esta institu-
cién, muy poco o nada se hubiera conseguido.

Como resultado de aquellos estudios, fue posible obtener formulas de correlacion
entre el indice de retencién o de Kovats y pardmetros de estructura molecular. En un
primer trabajo, realizado en colaboracién con la seccion de quimica tedrica del 1QS, se
obtuvo una correlacién entre: el indice de retencion, la energia electrénica total E y las
cargas netas localizadas en los atomos principales de la molécula (calculadas por el
meétodo Delre).

Se intento hallar unos parametros estructurales mas asequibles y, después de muchos
intentos, se consiguio desglosar la funcion del indice de retencion en un binomio de dos
términos. El primero, representativo de la topologia molecular, puede calcularse facil-
mente mediante la conectividad molecular de primer orden. El segundo es funcion de la
polaridad de la sustancia cromatografiada y de la polaridad de la fase estacionaria. La

19



polaridad de la sustancia cromatografiada la representamos mediante u, que denomi-
namos momento dipolar cromatografico y que esta relacionado con el momento dipolar
de la molécula. Seria muy largo detallar la metodologia de célculo empleada, pero
basicamente era la siguiente: se toma una sustancia con momento dipolar conocido y se
cromatografia con varias fases estacionarias, determinando experimentalmente los
indices de retencion, con ello se puede asignar el parametro de polaridad: 6 a cada fase
estacionaria, y disponiendo de : era posible asignar, a otra sustancia cromatografiada,
un momento dipolar cromatogréfico, ya que para el calculo de la conectividad molecular
basta con conocer la formula. ‘

En la tabla | se pueden ver los indices de retencién calculados y determinados
experimentalmente.

TABLA |

Familia de ésteres. Céalculo del indice de retencidn sobre dos fases estacionarias de
distinta polaridad: SE-30 y Carbowax. En el caso de los ésteres lineales, se ha supuesto
siempre u = 1.700, y en los compuestos con metilo terminal (iso—), se toma p = 1.610 D.
En los demas casos, marcados con un asterisco, se ha calculado el momento dipolar
cromatografico utilizando el valor del indice de retencion en la columna de Carbowax.
Los datos experimentales, han sido tomados de Van dem Dool, H. Kratz y P. Kratz.

J. of Chromatog. 77, 463 (1963).

Carbowax SE-30
) u exp. . calc. exp. calc.
Acetato propilo 2012.13 *2.000 — 1009.4 704 704.0
Acetato propilo 571.16 *1.509 866 866.0 —_ 646.0
Acetato butilo 700.00 1.700 1065 1074.0 802 795.0
Acetato isobutilo 671.16 *1.599 1.002 1002.0 - 755.2
Acetato amilo 800.00 1.700 1169 1174.0 896 895.0
Acetato isoamilo 771.16 *1.632 1116 1116.0 853 858.7
Acetato hexilo 900.00 1.700 1264 1274.0 993 995.0
Acetato isohexilo 871.16 *1.613 1208 1208.0 — 956.7
Acetato heptilo 1000.00 1.700 - 1374.0 1096 1095.0
Acetato nonilo 1200.00 1.700 1569 1574.0 1296 1295.0
Acetato decilo 1300.00 1.700 1674 1674.0 1395 1395.0
Acetato dodecilo 1500.00 1.700 — 1874.0 1595 1595.0
Butirato metilo 612.13 1.700 971 986.1 — 707 1
Isobutirato metilo 588.68 1.610 903 924 1 - 678.9
Valeriato metilo 712.13  1.700 1081 1086.1 808 807.1
Isovaleriato metilo 683.30 1.610 1013 1018.7 — 768.5
Hexanoato metilo 812.13 1.700 1183 1186.1 Q07 907.1
Isohexanoato metilo 783.30 1.610 1094 1118.7 — 868.5
Heptanoato metilo 912.13 1.700 1282 1286.1 1008 1007.1
Octanoato metilo 1012.13 1.700 1378 1386.1 1109 1107 1
Nonanoato metilo 1112.13 1.700 1484 1486.1 1211 1207.1
Decanoato metilo 1212.13 1.700 1584 1586.1 1310 1307.1
Undecanoato metilo 1312.13 1.700 1694 1686.1 1410 1407 .1
Dodecanoato metilo 1412.13 1.700 1800 1786.1 1513 1507.1
Miristato metilo 1612.13 1.700 2002 1986.1 1714 17071
Hexadecanato metilo 1812.13 1.700 2190 2186.1 1911 1907.1
Octadecanato metilo 2012.13 1.700 - 2386.1 2098 2107.1
Benzoato metilo 862.46 2.437 1631 1631.0 1080 1057.7
Butirato etilo 1213 *1.572 1032 1032.0 787 793.4
Isobutirato isobutilo 859.84 *1.334 1090 1090.0 901 918.3
Fenilacetato metilo 957.08 *2.489 1759 1759.0 1156 1160.8
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Notese que este estudio de correlacién entre retencién y estructura no se basa en la
aditividad de la retencién, correspondiente a los diferentes fragmentos moleculares.
Este trabajo fue parte de la segunda tesis realizada en la seccion, por G. Firpo.

Una vez mas, quiero destacar la ayuda que ha recibido el IQS de las empresas que han
querido reconocer nuestra modesta aportacion a la formacién y perfeccionamiento de
profesionales de la quimica. Sin su apoyo moral y material no hubiéramos alcanzado
estos objetivos.

Es verdaderamente dificil establecer la frontera entre la historia y la actualidad. Afor-
tunadamente, el titulo de este relato es: 25 anos de vivencia cromatografica”, lo cual me
evita precisar aquella frontera. No obstante considero que lo expuesto hasta ahora
corresponde a lo que hemos hecho. A partir de aqui me referiré a lo que estamos
haciendo.

Como continuacion de los estudios sobre correlaciones entre retencién y estructura
entramos en los campos mas bien propios de la quimiometria, en colaboracion con el
doctor X. Tomas, del Departamento de Quimiometria del IQS. Aplicamos técnicas de
optimizacién, como el Symplex modificado a la separacion de compuestos carbonilicos
mediante H.P.L.C., en forma de 2,4 dinitrofenil hidrazonas. Perfeccionamos el método
para la obtencion del t, y propusimos la aplicacion de los indices de retencion para
H.P.L.C., todo ello gracias a la gran experiencia adquirida en el analisis de compuestos
carbonilicos en cerveza. Para |la determinacidn de los indices de retencién en H.P.L.C.
utilizamos las 2,4 dinitrofenil hidrazonas de la serie de los aldehidos lineales, como serie
homologa de referencia.

Con esta base y teniendo en cuenta los numerosos trabajos en los que se muestra la
correlacion entre K', en H.P.L.C. en fase reversa, y el coeficiente de particién octanol/a-
gua, pensamos que el indice de retencion de una sustancia, en cromatografia en fase
reversa, podria ser un parametro descriptivo de su caracter lipofilico. Intentamos com-
probar esta hipotesis con una serie de 32 mostazas esteroides, sintetizadas bajo la
direccion del doctor J.J. Bonet, en |a seccion de esteroides y quimica de los productos
naturales del 1QS. Nuestra sorpresa fue grande cuando encontramos, para estas sustan-
cias, una correlacion —con un coeficiente de regresion de 0.989— entre su indice de
retencion, mediante H.P.L.C. en fase reversa, y su efecto antineoplasico expresado
como D, (dosis que aumenta la esperanza de vida en un 25% en animales de experimen-
tacion con tumores de tipo leucemia L-1210). Parece increible que una linea, que se
inicio en el estudio de envejecimiento de la cerveza, diera este resultado como fruto
secundario.

Otra linea de trabajo, sobre la que nada he dicho hasta el momento, es la aplicacidn de
la pirolisis-cromatografia de gases-espectrometria de masas al estudio de la materia
organica del suelo. Esta linea se inicid hace ya ocho afnos, en colaboracion con la
catedra de fisiologia vegetal de la Universidad Auténoma de Barcelona. El tema es de
gran interés dada la complejidad del tema y la necesidad de métodos instrumentales que
tienen los edafélogos para una mejor clasificacion de los diferentes tipos de humus. Por
el momento los resultados son prometedores, disponemos de pirogramas caracteristi-
cos de los diferentes tipos de suelos que ayudan a objetivar su caracterizacion taxono-
mica, también hemos demostrado que esta técnica es muy util para seguir el proceso de
compostaje, dando informacion cualitativa sobre la evolucion de la materia organica.
Mediante esta linea de trabajo se han conseguido interesantes colaboraciones interna-
cionales, con el Istituto per la Chimica del Terreno en Pisa (Italia) y el Laboratoire de
Sédimentologie et Géochimie Marines de Perpignan (Francia). También se han desarro-
|lado técnicas de cromatografia de exclusion molecular, H.P.S.E.C., para caracterizar la
materia organica del suelo, trabajo que merecio el primer premio de Hewlett-Packard
Espaniola sobre cromatografia de liquidos, en 1985, y que forma parte de la tesis doctoral
de L. Cabeza.

Se sigue trabajando en la linea de investigacion sobre cerveza, aunque ahora el tra-
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bajo se centra en los acidos amargos, los bitter acids o isohumulonas, y se pretende
seguir su evolucion durante el almacenamiento de la cerveza. Estas sustancias presen-
tan serias dificultades para ser cromatografiadas y son muy sensibles a la oxidacion.

Estos devaneos tedricos no impidieron que siguiéramos desarrollando técnicas cro-
matogréficas para la resoluciéon de problemas concretos, pues la seccion de cromato-
grafia contaba con un mayor potencial humano; asi, en mayo de 1978 se incorporod a
nuestro laboratorio Lluis Comellas, que acababa de defender su tesis doctoral en el IQS
sobre guimica orgénica. La colaboracién del doctor Comellas ha sido decisiva para
poder abarcar todo el trabajo que posteriormente ha ido llegando. Por otra parte, su
competencia y capacidad de trabajo han hecho posible que yo me pudiera dedicar,
desde 1985, casi enteramente a la direccion del instituto, sin menoscabo del rendimiento
de la seccion de cromatografia.

Hacia 1978 se abordaron tres temas que considero son de interés y, por otra parte, no
estan exentos de cierta simpatia:

— Estudio del envejecimiento de la cerveza: formacion de compuestos carbonilicos.

— Tipificacién cromatografica de vinos.

— Desarrollo y adaptacion de los métodos oficiales para la determinaciéon de conta-
minantes organoclorados en sedimentos y organismos marinos.

El primero de estos temas, el estudio del envejecimiento de la cerveza, se desarrollé en
virtud de un plan concertado de investigacion establecido entre la S.A. Damm vy el IQS,
financiado, en parte, por la comision asesora de investigacion cientifica y técnica. Este
trabajo, tenia como objetivo prever el tiempo de almacenaje de la cerveza y, averiguando
las causas del envejecimiento, poder retardar al maximo esta alteracion. Para ello fue
necesrio analizar acidos grasos libres en cervezas a niveles de p.p.m., mediante croma-
togafia de gases y determinar los productos de oxidacion de estos acidos grasos: los
compuestos carbonilicos, a niveles de p.p.b., en modelos simulados de cervezas y en la
propia cerveza; este analisis se realizaba mediante H.P.L.C. de los correspondientes
2.4 dinitrofenilhidrazonas. Es de destacar que fue posible obtener la cinética de autoo-
xidacion del acido linolénico a concentraciones de p.p.m.

Este tema fue extraordinariamente fecundo. Se realizaron tres tesis doctorales, las de
los doctores: C. Barcelo, A. Auguet y A. Diaz.

En el tema de los vinos conseguimos resultados interesantes. Para cada vino se
hallaba una matriz de tipificacién, definida mediante la relacion de cada pico con cada
uno de los restantes picos del cromatograma. Este cromatograma se obtenia con
columna capilar, al cromatografiar las sustancias extraidas de la muestra, mediante
arrastre con corriente de nitrégeno. A cada tipo de vino le correspondia una matriz que,
mediante el ordenador, se comparaba con la muestra a estudiar. Desafortunadamente
no fue posible encontrar una fuente de financiacidn para esta investigacion, por lo que
este tema ha quedado “aparcado” por el momento.

La preocupacion por el medio ambiente nos llevd a estudiar aquellos problemas mas
relacionados con la cromatografia y para los cuales dispusiéramos de los medios ade-
cuados para ofrecer una colaboracion atil. Asi entramos en el MEDPOL, proyecto oficial
de la FAO y la UNEP. La puesta a punto de estas metodologias no fue facil, se trataba de
detectar p.p.b. de contaminantes organoclorados de alto peso molecular (pesticidas y
bifenilos policlorados) en sedimentos y organismos marinos. Nuestras contribuciones
originales en este campo han sido: un programa para la desconvoluciéon de los cromato-
gramas y la posible referencia de los resultados con los productos comerciales Aroclor
1248, 1254 y 1260. Y el desarrollo de un microrreactor de deshidrocloracién, “on line”
con columnas capilares, para resolver las interferencias entre pesticidas y bifenilos
policlorados, por via cromatoquimica, trabajo que obtuvo el primer premio Hewlett-
Packard Espafiola (1986) para cromatografia de gases y que es parte de la tesis doctoral

de F. Broto.
Con la década actual ha sido posible realizar un nuevo avance en instrumentacion y se

22



han adquirido varios equipos de H.P.L.C., también ha aumentado el numero de equipos
de cromatografia de gases. Nos honra mencionar aqui la generosa cesion, por parte de
Antonio Pug, S.A., de un cromatoégrafo Perkin-Elmer modelo 8310-B y la de la empresa
Hewlett-Packard que nos regalé un cromatografo de gases modelo 5890A. Tambien se
adquirio un nuevo sistema GC-EM de Hewlett-Packard modelo 5995,

También se sigue la linea de analisis de contaminantes organoclorados, de alto peso
molecular, en muestras de origen marino, a través del contrato de investigacion suscrito
entre el IQS y la AIEA (Agencia Internacional de la Energia Atomica).

Como pueden ver, durante estos 25 afios, hemos hecho bastantes cosas, quizas
demasiadas, y seguimos con una considerable diversificacion de temas. Pero no hay
que olvidar que somos una escuela técnica superior y que, en primer lugar, nos debe-
mos a nuestros alumnos. Por ello, lo primero que debemos ensenarles es afrontar y
resolver los problemas. Creemos que soslayar un problema, con la justificacion de no
ser el especialista preciso en el tema, no es responder lealmente al compromiso que
todos tenemos con el progreso tecnolégico de nuestro pais. Este compromiso sélo
puede transmitirse con el testimonio entusiasta de los profesores, investigadores y cola-
boradores. A lo largo de esta narracion han salido los nombres de todos los gque han
hecho su tesis doctoral con nosotros. Creo necesario mencionar aqui los nombres de
los que han realizado buena parte de sus tesis en la seccion de cromatografia: José
Maria Alcaniz y Andreu Serés, doctores en biologia por la Universidad Auténoma de
Barcelona, con los que iniciamos la linea de estudio sobre la materia organica del suelo,
a iniciativa del doctor Andreés, catedratico de fisiologia vegetal y edafologia. También
quiero mencionar el nombre de las laborantes Rosa Maria Parera, que trabajé con
nosotros, y Teresa Claraso, que sigue colaborando desde hace 14 anos. Limitaciones de
espacio me impiden nombrar a cada uno de los 81 estudiantes que realizaron su TFC
(tesina) con nosotros. Todos son, en realidad, los protagonistas de este relato que no es
otra cosa que un testimonio y descripcion de lo que se ha llegado a hacer, partiendo de
una fecunda simbiosis entre un centro universitario y firmas de instrumentacion cienti-
fica. Ahi estan los frutos. Pero los tiempos son otros y las posibilidades incomparable-
mente superiores a |las de hace 25 afnos. ;Se imaginan ustedes |0 que se podria hacer
con una colaboracion similar adaptada a |los tiempos y posibilidades actuales? Debemos
eliminar inmediatamente de nuestra mente, incluso de nuestro subconsciente, la sospe-
cha o el recelo; ya que de una abierta, sincera, generosa y mutua colaboracién, todos,
absolutamente todos, saldremos beneficiados, pero mas que nadie el nivel cientifico y
tecnolégico del pais.

* %k Xk
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Resena de libros

Capillary Gas Chromatography in Essential Oils Analisis.
Edited by P. Sandra & C. Bicchi. Ed. Huthing Verlag, Heidelberg (1987).
435 pp. + XIII.

Aunque la cromatografia de gases es una técnica que ha revolucionado la
investigacion de aceites esenciales y aromas, son pocos los libros que tratan
esta area de una forma exhaustiva.

Este es el segundo libro publicado por Ed. Huthing Verlag, dentro de su
coleccion Chromatographic Methods para cubrir esta laguna.

Veintidds autores, muchos de ellos conocidos especialistas en el area de los
aceites esenciales, nos presentan catorce capitulos con temas tan variados
como pueden ser |a seleccion de columnas capilares o el uso de la GC-FTIR.
Merecen principal atencién y comentarios por su contenido y correcto plan-
teamiento del tema tres capitulos.

En el titulado “Fingerprints” in Essential Oils Analisys: Aim, Results, and
Correlations with Sensory Values, 59 pp., 103 ref., su autor D. Lamparsky pre-
senta cuatro temas importantes: el control de calidad, la investigacion de los
compuestos responsables del olor caracteristico, la presencia de nuevas
estructuras y el estudio y separacion de compuestos con actividad 6ptica.

P. Teisseire en Industrial Quality Control of Essential Oils by Capillary GC, 44
pp., 26 referencias, nos presenta los métodos cromatograficos que suelen
emplearse rutinariamente en la industria: técnicas de separacidn, cuantifica-
cion y deteccion de componentes, diferenciacion segun el origen del aceite
esencial, y deteccion de adulteraciones.

En el décimo capitulo titulado Gas Chromatography-Mass Spectrometry of
Essential Oils, Part |: Computer Matching Techniques, 42 pp., 112 ref., G. Ver-
nin y col. explican las diferentes técnicas computerizadas usadas en la deter-
minacién de una estructura organica a partir de su espectro de masas, con un
amplio comentario y ejemplos practicos del programa usado por los autores.

No faltan en el libro capitulos sobre temas como microtécnicas, espacio de
cabeza, indices de retencion o cromatografia multidimensional.

Particularmente encuentro a faltar un capitulo sobre la utilizacion del analisis
multifactorial en el tratamiento de los datos obtenidos por cromatografia capi-
lar, método que esta sufriendo un gran desarrollo ultimamente.

Sin embargo, pese a unas pocas lagunas en los temas y el hecho de que el
indice es algo incompleto, se puede considerar que este libro cubre practica-
mente todas las areas del titulo anunciado, y que con sus casi 700 citas biblio-
graficas, servira para que los especialistas o interesados en esta area estén al
dia en las ultimas tendencias analiticas dentro del complejo campo del analisis
cromatografico de los aceites esenciales. J.M. Bueno
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