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APLICACION DE LA CROMATOGRAFIA EN FFASE DE
VAPOR AL ANALISIS DE AGUARDIENTES Y LICORES

Por Jesis Simar Lozano

Laboratorio de Analisss Quimico y Bromatologia-Toxicolopia de i Facnlta
de Farmacia de o Universidad de .\“hu_zau y

Secaon de Quimica dAnalitica Bromaroldgsca (C. 8. 1. C.) de Santiago
Digreror . Pror. Dr. AL Citakro Antas

Sumaany

fhe procur wark sunumanzes - o commentary about the composition of the spirtuous tx
t and the l\mcc‘-]lirus of .mﬂl_\'ﬂ\ utthized lud-i} in its control: a short theorets
summary about the gas-chromaragraphy and the application of this technical ro the pro
blems that are present i the analy of the brandies; finally the study of differem
sanish and  Foreign beverages, making nse of Fractometer Perkin-Elmet
equiped with hm wire detecror of winch were obtained some interesting

tyjes of
mad. 116 E,
analytical concinsimns,

Also there is dewrthed a proceedmg to dererayne  quanutacively  and  simultanonsly  the
different compoients of the beverages, mdicating ax an example the guantitative determ:
naton of methanol and of cthanol, puking wse m this case of & personal modification
of the backfiushing system.

Vast there 1s made a study of the crigin of methanol m grape bramdies as well os the pose
bility of reducing the conteots these beverages mosaid component making nw of the
[zactionnated desullation.

[NTRODIICCION

Las beladas espirituosas, integran un amplio capirulo de la Bromatologia
en ella se meluyen, como alimentos cnurg[;ticos, dado su elevada contenido en
ctanol. La accidn beneficiosa de las miismas, dt-p“n:lc conmo la de orras alimen
tos, de la cannidad mac] ila, pues un cansumo m]—muu puede tracr consigo en
fermedades como el alu)hohsmn Otro aspecto a schalar es la diferente toxicidad
aguda que pueden presentar, consecuencia, no sdlo de su contentda en eranal.
ano rambién de Ia pmpnrci(’m. mas o menos elevada, de otros compunenes
pronenol sso-hutanal, e

Ll andlisis de estos alimentos, constitnye, dada su gran complepdad, an s
o problema para ¢l quimico-analista encargado de su control, que se contenti

la mavoria de los casos. con obrener una serie limirada de datos con caracter
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de windicen, para poder caltficarlos. Consccuencta de ello, en la escasa biblo
grafia espanola dedicada al tema (1, 2, 3, ) st observa la ausencia de mfor
macién acerca de los componentes «mInoritariosy, cuya presencia y cuantia e
de gran interés, ya que su conocimicnto permititia establecer su origen, genuini-
dad, envejecimiento, cte., o por el contrarto, la existencia de fravdes. Tado esto
nos hize pensar en la conveniencia de -.1‘|\]'1c:u' Jla moderna téenica de la croma
tngraffa de gases a la resolucion de tales problemas.

A tal (m tras largos y a veces desesperanzaderes 1ntenros de montaje y pues
ta @ punto de la téenica, hemos logrado el andlisis de estas bebidas, obtemendo
resultados que son ¢l motivo de nuestra tesis docroral.

Antes de proceder a la exposician de nuesera labor, queremos ndicar que
no pretendemos hacer un estitdlo exhaustivo, ya que seria 1limitado y 1111‘0':r)'3
demasiado nuestro trabaps, por lo que nos concreraremos a determinar Jos com
pinentes volatizables que consideramos mds importantes.

Ast mismo, hemos de senalar, que nuestro estudio ha sido realizado con
m cromarégrafy equipade con  detector de conduerividad  térmica, lo cual h-
mita I3 sensibilidad v supone algunos inconvententes para estos anglisis, que
nuds adelante expondremos.

También, por ser este mérodo analitico de reciente introduccidn, y no haber
encontrado bibliografia en espanol, haremios un resumen del fundamenro y pric
tca del mismo, al objero de facilitar nuestra exposicién,

AGUARDIENTES Y LICORES. DEFINICION. COMPOSICION Y
ANAIJISIS
DERINICION.

En Espana, SC‘}__'l.ln el articulo lnimu del Decrero de 8 de septiembre de
1932 (3) «Se llamarin aguardientes, en rérminns gencrales y sin perjuicio de su
distinetdn arancelaria en simples vy compuestos, los ]»roduum obrenidos por des-
rlacion directa de un liquido unlqmuq que haya mhnlo previamente la fer-
mengacion aleohdlica v que no exceda de 8o grados, o la mezcla de alcohol
vtilico con agua en diversas proporciones, en p!uuxua d( anis o no, aromatizi
dos 6 no, uulnlndm 0 no con sacarosa o azicar ordinario v colorcados o ne
con L'n”]”“‘.']“ })UI'O (!C .'321'1(‘.11'3!. .

Y segin el articulo sexto, del mismo Decreto, oSe denomnarin licores o
los alcoholes destinados a la alimentacidn, aromatizados por maceracion o des-
tlacton en presencia de diversas sustancias vegetales o preparados por la adicién

dichos alcoholes de csencias, en presencia de aleohol o de agua, o por cm
plcn combinado de estog procedimientos; endulzados o no por medio del azi
car, glucosa de uva o micl y coloreado o no con snstancias inofensivasy,

COMPOSICION Y ANALISIS.

Tanto unas como otras bebidas, se caracterizan por poscer aleohol  etilico

v oagoa en gran canadad. asi como pequenay cantidades de diversos camponen
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res, en su mayorfa voldtiles, capaces de contribme al abonquetn, amén de otras
sustanctas, entre las que figuran las extraidas de Ja madera en ¢ proceso de
maduracion o nn/n]aumunm (casa del cofae, whisky, etc.).

Su exacra L‘)I\l])()uCl()“ no esta aun bien eselarecida y son muchos los autores
al estudisr las mismas bebidas, encucnwan diferencias norables, ranto ¢n

que,
cnnq;oncntc (\’ *ansce

su composicién cualiativa, como en la canidad de cada
las tablas de composicién que fignran mis adelante).

Cuoando se trata de bebidas artificiales, la composicién - difiere notablemente
de las naturales, ya que se elaboran a base de alcoho! de diversas procedencias
y de esencias en las que no fignran todos y cada uno de los componentes de
los ploductm naturales; a virulo de ejemplo, a contimiacidn damos una {érmula
de esencia de conac romada del Jacobs (6): acerato de erilo, nitrivo de etilo
acaite de fisel de vino.

Para la invcﬁrimci('m v/jo dererminacién de estos componentes vienien  ut-
IHIN)()\(' Unn (CllL‘ (f( n}(,[()({l\\ (]'*[CUQ V quni(f)S (Ill( L}f'llf’ll}]fl-?[L'In()b L’ﬂbll_l)M
e Jos que, las mas de las veces, ante la imposibihdad de 1dentificar o valorar un
corponente determinado, se investigan, copjuntamente, Jos de naturaleza afin,
por lo que, ¢l resnltado pocde tener valores similares en aguardientes de com-
posicidn diferente; esto ocurre en la dosificacion de alcoholes superiores, esteres,
aldehidos, ete., hacéndose imposible la tipificacion de una bebida,

Por considerarlo de interés. ya que en cicrtos casos los hemos aplicado, co-
mentaremos, someramente, los métodos clasicos que vienen utthzindose en es-
tos analisis, Igualmente, para cada componcmc que a continuacion estudiare-
mos, m(llnumox. de manera breve, su origen daremos las cifras que han en-
rontrado otros autores como normales en estas I)L,)Id 1s.

Eraxor.

Comu ey sabido, esta sustancia se onigmi en la fernentacién aleohdlica de
Jiferentes azdcares bajo la accidn de levaduras.

La canddad presente en las bebidas —expresada en Espaia en grado al-
cohidlico, o porcentaje de alcohol, en volumen, a la temperatura de 15° C, es muy
vartable;  desde las de mas baja graduacién  (anfs, cremas de licor, ete) que
nenen unas 3o grados, hasta otras de elevada porcentaje en cranol (como ocurre
con diversas swuertes de ron} que puaden aleanzar hasta 8o grados. sc encuen-
tran todos los valores intermedios (cofiac, whisky, ctc.) (7).

Parn s determunacion, existen numerosos métodos fisicos en los cuales es
preciso realizar una destilacién previa que permira climinar los otros compo-
nentes. En ¢l destilado hidroaleohdlica obtenido, s¢ dosifica ¢l ctanol, ya me
diante alcohometros sensibles (8), va por medida de su densidad (picnomertia.
balanza de Mohr- Westphal, crc)) v el empleo de tablas que relacionan esta cons
rante Fisica con ¢l contenido en ctanol {v). Hay que seiialar, que para lograr re-
sultados exactos con estos procedimientos, serfa necesario que la mezch hidro-
alcohdlica obrenida en la destilacién carcciese de los componentes  «MInoriea-
noss (acetaldehidn, meranol, |>rnp.1no|\ ere.) clrcunstancia que en la prictica es
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imposible de alcanzar, debide, unas veees, o« Lo alea volauhdad de eszos compu
aentes, vootras, o Ja formacion de mezciag azeatropieas.,

\l.lml tﬂ\.ltll[] puede lograrse si la desvlacién se hace en presencia de
un aleah, el cual descompuone [Ei-dignial fya los derdos libres vy oacuia sobre lox
aldehidos, con lo que parte de las IMPUrezas a que antes nos referiamos, son ¢l
minadas (ra)

Cu:mv?u in n..(l]li([;]d x{(* (!cSL”'.u!n (88 }\u[uu’m, Lllb(_f L'Jr’:.)]c;l: l'f m(_"tnd(x JC
fractométrico (11) o métodos quimicos stmilares a los utihzados para vinos (12)
Estos nltimos se bisan en o oxtdacion del etanol a dado acético, por medss
Ci(:\:), cast en rodos !()'& PJ'()('('.]iI‘AiL‘nEO& del bicromatn |701.'..iSiC() cn medio .‘iCk]“
v posterier valoracidn del exceso de reactivo, ya por colonmetria, va por yodo
metria, ya medianze sulfaro ferroso amonico,

Ortros mérodos, basados en la extraceién del alcohol por solventes no mis
aibles con el agua, v posterior medida del volnmen ocupado por el nnsmo (13)

no dan resonltdos exactos, por lo que no son aconscyables.

MiraNno

Durante ninchos anos se ha considerado que, Ja presencia del alcobo] men
lico en las bebidas t's‘:\irimmq( cra debida solamente a un fraude conststente en
la adicgén de alcoho! merilico pura o de alcoholes desnaturalizados contentende
metanol: sin coibargo, h()".' dia, tal criterto no es sostenible, ya que por diverso:
antores 1 Bertrand v Silberstein {14), Fellenberg (15), Trllar (16}, ete,, cre, sc
ha padida comprobar que es un componente natural en la mavorfs de las be
bidas alcohélicas, por originarse en procesos de hidrolisis de materias péeucas
bajo Ln accién de la petasa existente en los jugos de los diversos frutos wuls
zados para su cliboracidn. Su porcentaje depende de la naturaleza del truto (17)
de o clase de nva (18) v del nemng de -mm.m:mn del holleso v pulpa en d
liquido, durante ¢l proceso de claboracién (18).

Leyte (19) ha sugerido que en los agnardientes de orgo, clerta proporcids
del metanal seria debida a wn proceso de destifacidn seea de] raspdn, hollejo, et

En ef cuadro niimers 1 Lgura of contenida en metanol (lL diversas bebs
(l."S ('.f'_:.‘il'illl(_)\n\A T«]n)b;é]l S¢ ln’]”vL]l -l["”n"\ \”]U\ (Ia(‘(l (IU(A {(.' ('”()\' LV “l'
tenen, por destidacion, algunas de agquéllas,

C()"l{) ])”L‘(]L l)b\\r\xn\&. i (‘] Lll.l(][(i o (Il]t' nas  estamuos 1'1‘1”'1(‘1\[1“\ CEISLEE
bebidas donde el mietanol no ha sido encontrado o aparece con la indicacién ds
atrazash (ron, vodka, ere); en log vinos v conac hay grandes varaciones, aun
que sus valores sielen ser bajos; v v los agi: n(lwnnx de orujo también hay
randes diferencias de unos a u(ln_;» pero [as cifras, en todos los casos, son RY
}‘(‘rllﬂr('i Al] 1 E]l'h'- 1.000,

Morris B. Jacobs (20) sehala que ima pequena cantidad de metanol es in
herente a todo brandy auténtico y marca un contenido mieniar 4l 603 por 1.004
como cifra normal. e mismo avtar da para los aguardientes de fruras un con

renida en metanel del 3 4l 10 por 1000,
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CUADRO NUMERO o

Contenido metanol de diferentes belndas
Naruraleza Aunror Mttanol :
(e. c.flitro)
Aguardiente de orujo  Lab. Chim. €. Dopane x4
Calamandrana id. id 4.9
loscolano id id. 5.3
Dolce Acqua 1d. id 1.0
(555 g7ahbil, ety id. id. 2.0
Bagnaolt di Sopra id. id. 5.0
Montagnana ... : il 18 4ol
Galicia (Ria Petin) .. il |_¢:'v(v Mauarreriu 3.0
Desconocida . i, A Casulle .37
Desconocida id. id. 41
Charenta P \alae 1
Armanac fil, id, 0,3
California il id. 0,5
Califorma .. i id. 0.0
Desconocida . Aguardiente 3¢ vinu A, Castille 0.3
Desconocida . 1. il 6.2
Desconocida . Aruardiente de zzvical il patve
Desconecida . st frita it 4}5
Desconocida | Aguardiente de granos id. negative
Desconecida Apnardiente de vino 1d. 0.2
Ostra i lab. Chim. C. Dbguu tr
Varsovia Vodka Jaenhs Lrazas
Francia Vs vinfiera Flanzy 6.3 (x)
Hitstidos 1l 0.2 (x)
Bianco Bertrand v Silberstens w1 (x)
Rnjn "t a2 (x)
Vitis vinifera Amie), Nurtz v Peisa a2 {y)
Mibridog i, 0.5 (v}

(x) Los valores 281 marcados han sido calculados divid

1152 C. (0.7959), las gramos/litro encontrados en la bibliografia.

(¥) Estos valores han side hallados dividiendo ¢l metanol en

NN

1 densidad, v s ha supuesto que fos vinos contenfan 107

10v GE

iendo por la densilal el meranel

alenhnl, pros

LIn aspectn Interesante a constlerar, af hablar de este componente, s sy to

vewdad, por lo que. o hin de hecer algunos COMUNLarios ACEr

reproducimos un
r:]}e_.\lc\ :t:]lnlnl-\‘l'_.‘_'

Cono pucde notasse, en dicho cuadro se cumple la regly g

cuadro

(m‘)m.

:h]()_\ ]\()i' V{ﬂ i11':il\‘L'l]()>.|.

ca

Ja misma.

cont o toxicndsd, phrd el gato, de disantos al

erd de que

toxictdad aumenra con ¢l peso molecylir para los miembros de una misma seric

Lambién es de senalar que los alcoholes de cadeny normal son mas téxicos g

si1s 1sémeros de

Segiin el cu

adena ramificadda.

¢
i b

el ateohal metitheo es el de menor toxiadad, pero, sin
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embargo, a dosts pequenas y rcpc[irl.‘is restlta mucho mas p:l_ignam. Esta contra
dicctdn se cxp]icn por su lenta eliminacion, ya que, como ha demostrado Nicloux
v Placer (21), mientras el ctanol (en expenencias con diferentes animales) s

climina dentro de fas veinticuatro horas, ¢l metanol persiste varos dias (mids de

i 3
cinco dias en ¢l caso del lxc;'ro).

Por arra lado este alcohol, incluso a dosis relativamente bajas, presenta ten-
dencra o Iocalizarse en el nervio dpnico, prodm‘icndn trastornos oculares (dismy-

CUADRO NUMERO 2

Tovicrdad comparada de los alcaboli

Metanol : e 08
Etangl .

Propanol
|~.0]|m||:m(\]
Butanol ...
Isohutanal ...
Alcohol amilico
Aleohol isoamilico

: texicidades han sido caleuladas por inyeccion intravenosa en el gato (segin «Legons

de Taxie al (7‘,\}.

aucidn de la agndeza visual, etel) (22), mienras que el ernol se distribuve, cas
rual, en la toralidad de los drganos (23),

Dada la roxicudad de este componente, Ja legislacién de muchos paises st
pala L cifra Hmite de an contenida en las bebidas, En el cnadro mimero 3 puc:

de observarse gue la cantidad autorizada en Espana es bajisima comparada con

por

la de otros pafses, y un limite tan bajo entre nosatros, origina la circunstancea
curtosa de que, s cosi roralidad de las bebidas espiritnosas genuinas, espafiolas
v exteangeras, son ilegales,

La determinacion del contenido en metano! en los ag
ral, en las bebidas alcohdlicas, presenta clertas diftenlrades debidn a Jas parec
das propredades fisicas v quimicas que tiene con ¢l eranol; oo obstante, en la
actnalidad se dispone de buenos inétodos quimicos, en su maver parte hasados

en la oxtdacion del metanol a aldeludo formico v postesior caracterizacidns e

guardientes. o ey petie

éste. Las condiviones de los métodos san tales qn:.: ¢l etanol ne mcerficre,

De loe procedimientos utilizados comentaremos los dos gue creemos de ma
yor importancta: ¢l método de Denigés (24) se basa en la osidacién del meta
’](") JA B A ] §
del formadelbido con el reactive de Schiff (fuschina bisulfieada), Para la deter

minacion cuanitativa se prepara una escala de restigos con cantdades conocida

hante permanganato potisico en medio dcido v posterior caractenzacion

: T - i re
de meranol. Fn esta téenica, el etanol que haya pn(luln tormarse, no wterhere

siwempre que la lectura se realice a las ainco o seis horas (24). El método, actual
o 1]

mente muy. en uso entre nosatros por ercynstancias harte conoadis, no
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CUADRO NUMPRO 3

Vilde mdxinto de en bebidas espiritwosas. marcado por diferentes paises (las cifra

corresponden a prs.{litro

Argenting : - 1
Bélgica : 2
[rali : : . 20
Espana .. . =t a.ng

exento de posibles causas de error, que consideramos de interés senalar, pues pre
aisamente, creemos son el orizen de las (]i\C[‘L‘J',.\;\HLZi-'l‘\ encontradis entre los ana
listas al efectuar estax determimaciones.

0% |

ot e

CORRESPONOE A Y. DF METAWMDL EN vOu

CONTENIDQ EN ETANDL DE % 4

8 B

LA COLORACION

[} . .
w W 1 1a w 30 ip 2 1D e B
ETANDL "6 UM VAL CoN 03% DE MEtaNO EM ¥DL

En prmer lugar como ha podida comprobar Fellenberg (25). ¢l color des
arrollado no auments de manvra proporcional al contenido en metanol, sino niis
intensamente, por lo que hay que evitar las extrapolaciones y nuhzar, para cad.
caso, testigos que tengan tn contenido en mictanol muy proimo al del peo-
blema.

En seauado lugar hay que seiatar el fendnieno observado por Jeklinski (26)
acerca de la influencia del contenido en ctanol en la wntensidad de color que
se produce con la fuschina bisulfirada (fig. 1), razdén por la cual se hace absolu
ramente preciso que los testigos y el problema contengan la misma propotc 160
en volumen de aleohol ctflico; de aqui nace Ja necesidad de conocer I riqueza

arar restigos, de diferente conte-

alcohdlica del problema y postertormente pr o
mdo en metanol, pera de riqm'z;; en etanol |gml a la de! problema, cual se

hace en el método propussto por Casares (27); o bien, dilmr Jos problemac
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nna coneentracién alcohdlica preest ablecida que es rambién la existente en la e¢
cala de testigos, como aconsepa Villavecchia (24).

Otra causa de error que puede originarse en la preparacian de los testigos
s ocasionada  al emplear aleohol absoluto conteniendo mctanal, que, gcsu:ml-
mente, no se declara par los fabricantes; en estas cotdictones, ¢l color de fos
restigos resulta mads intenso del que {{)th]‘r)]‘(ltlli a su contemdo real esc .1].1t
con Jo enal, bebidas que nenen afras notables de meranel, pasan a ser conside
le mienor riqueza,

Silu bebula taviese aldehidos libres el color desarrollado serin debide, tanto
il formaldehido procedente de la oxidacion de! metanol, como a vstas aldelndos;
por dichas razén, es aconsejable hacer un ensayo previo de aldehidos v, en case
DOV, proceder a su cHminacion por extraccion con cter de petrdleo, previa

'.ll’.i.i_\ CONWy

Aincién de la bebida con agna saturada de cloruro sodico (28).

Fl segundo nidrodo, de los dos a que antes nos hemos referido, ey debido
1 Boos (29), y se basa en la reaccidn cromitica del aldehido férmico con ¢l 4aido
-'rumutr(’)pico- Este mérodo, ha side senalado por Eegrive (30) v Keinert y Sre-
oal (31), como (5"Jtu|lvu del formaldehido incluso en presencia de otros alde-
hedos - ‘um]dthldo pm]\l analdehido, n -¢150- I)Hll.]!(lt‘hl(l‘). et

La Association of Official Agricnltural Chemists, en la novena cdicion de
wis mérodos de andlisis lo incluye como oficial (32).

La reaccion se efectita oxidando ¢l meranol con solucion de permanganato en
medio ligeramente dcido (fosférico) u una remperatura de o C.. durante media
hora; después se destruye ¢l exceso de oxidante mediante bisulfico sédico en

sustancta, v ose procede a anadic solucidn reciente de detdo ('!‘omutr(')iwm al g
por 100y acdo sulfiirico concentrado, mantenendo  durante quince minuros
v l)mm ‘]]hll J| mc/‘]‘l ‘u\u\l ANLe, Lon ]0 Ll]( s mlﬁm d, €n caso ‘)(‘MLI\(). unad

z':m lecrura L_}\((_lmfottrmun(_g a una

catoractéon mds o menos violdcea, La post
Iongitud de enda de 575 mu permite dosificar ¢l metanol. En este caso, al 1gnal

gue ocnetia en el lo alcohd-

métado de Denigés, es necesario determinar ¢l
lico del problema a fin de diluirlo de manera que quede comprendido entre g

6 por 100, También es preciso que ¢l porcentaje de metanol en ef ligquide o
axidar, sea proximo 4 0,05 por 100, a cuyo objeta o bien se diluye el problema
mediante alcohel etflico de 5.5 por 100 0 se le concentea por destilacidn.

Seaiin los estudios de Ra nkoff. Popoff y Jovtscheff {33), este método de) seida
.['4)nmtzn;,\1u1. permite determinar cantidades de metanal desde 0,01 2 8 ml. /1
mientras que ¢l mérodo de Dentgés solo da bnenos resultados para concentra
clones de metanol de 0,1 a 10 ml/L

El mérodo refractomérrico ( 34) se ve influenciadu por la presencia de atros
alcoholes (recuérdese que existen procedimientos relractométricos para detecn

nar al etanol v al 1sopropanol) (33, 36), por lo que sus resultados no son exacros

ALCOUOLYS SUPHIAORES (Acette e Tnsel

Se denominan asi Jos alcoholes de peso mioleentar mds alto al del eravol.

sean o no de su serie homaloga, Suo presencia en las diferentes bebidas e debida

2]
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a fermentaciones secundarias, y al parecer, proceden de los aminoacidos. Lay

teorias dadas para la explicacion de su presencia en los
mente en sus destilados, son varias. En una de ellas, los alcoholes se constderan
Jevaduras; sin embargn, s
‘nlmr)-

\'in()x v consccuente
J

originados por las bacterias que acompanan a
estos aleoholes fueran ocasionados por contamiticlones bacteranas, sn
wida serin esporddica, camo ocurre con ¢l n-butanol (37).

Orros aurores, entre los que se cuenta Ehrlich (38), explican que, en fa ma
yoria de Jos csos, Jos aleoholes supertores son [n‘n(in('m.\' de catabolismo de cier:
tos amnodctdos, pues si a un liquide en fermentacidn aleohdhea se Je adiciona

un poco de valing, ésta se ransforma en woburtanol, la leucina en amilico 1m2c

tivo y-la isolencina en amilico acrivo; parece ser, por tanto, que la levadura trans
forma los ammodcidos en alecholes de n-l dtomos de carbono, No obstante, ¢l
no prioeba que ésta sea la dnica via de formacion de dichos aleoholes, ya que,
conio ha demostrado Castor y (mvmnn (30) fermentando un mosto de uva
contentendo algunos centigramos de estas aminodcidos, se obtienen algunos de-
cigrantos de los A.u,mmm)u. lo cual po serfa logico admitiends dnicamente la
reorfa de Ehrlich.

Por otro Jsdo, como indica Genevois (37), existen cinco aleohales citados
como componentes normales en las hebidas, que no pueden derivar de amino-
dcidos, estos soniz ¢l n-propanal, gune seria originado por la butilalanina, amino-
icido que no existe ni en Jas levaduras, nioen los mostos, ni en ningtna pro-
rema animal o veeetal: o] hexanol, que deberfa i\rn\'cnir de] dcido e-aminocpta-
N0ICo, que bo exISte; Y wes alcoholes secundarios, ¢l isopropanol, ¢l see-buranol

el meril-3 butanol-2,

En el cnadro niimero 4, figuran las cantidades totales de aleoholes superiores
halladas por diversas autores, en analisis de diferentes bebidas espirituosas. Coma
puede observarse, estos valores glubnh's no pcrmitcn la ti;)ifiC€1Ci6n de las be-
bidas.

En cuants a su determinacidn, cabe indicar que ¢ procedimiento utiizade
nficialmente entre nosotros s ! método de Rose (40), basado en medir el au-
mento que experimenta un volumen establecido de cloroformo al ser agitado
con un determinado volumen del problema, «)rc\'nmcnm destilado, diluido a una
uqmm aleohalica del 30 por 100 en volumen, y acidulado con sulhirico ade-
wadamuente, FEsre incremento es suj perior al que se obtiene agitando, ¢n wdénticas
condiciones y con los mismos reactivos, i mezela formada tan sdlo por eranol
v agua al 30 por ioo e volumen. El método da cifras con carderer de fndiee,
pero nada nns dice acerca de loe aleoholes xn]\criur:_-a que l\.lu:dcn estar presentes.
De orro lado, coma ha sdn probado por Moreno Martin (41), y Clavera y Mo-
reno (42), el contemidn en meranol conrribuye a modificar notablemente los re-
sultados, obteniéndose valores mds bajos a medida que aumenra el ]m:‘ccnmic en
metanol, lo cual viene a conflirmarnas su poca cvaluacion.

Estamos de acuerdn ¢n que como I leatslacidn actual no tolera
Wad en o) midredo

<no N
0,05 gramos de metanol por Iitro, ta mtloenaa Jde esta cant
ile Rise serfa u!mlu'c('i.li)h', pero la reahdad es que. como (]ucdu aclarado anterioe-
mente, en Ja mayorfa de las bebidas  existe unma cierta ]»:'();\()rci('m de me
tanol bastante superior a este [{mite, que inclusa puede llegar a ser cliim veces

]
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mayor 'l aso de los .1"[1.'!1]11.11(\ Ll{ aorujo (}UL umu‘ng,.lll un
i,

lo cual al aphcar ¢l mérado de

componente, resultaria,
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1.000), por

. Rése, sin tener en cuenta la Luluulnl por este

acuerdo con las conclusiones de Clavera v More-

no (42), una cifra de ‘ﬂunlm]u \I]J}L‘..Irlll_\ ain:mm.ulimLI)LL cien veces menot

Otros métodos colorimétricos para determinacion
le estos alcoholes con un hidroxialdehido aronidtica, tal

Komarowsky) (43}

san en la condensacidn
camo ¢l aldehido salicilico,

vanilina. etc.

{1't.';!L‘L‘;m:1 de

CUADRO NUMERO 4

del accite de fasel se ba-

Contenido en aleoboles saperioves de diferentes bebidas
Alc. "“l F1ores
PROCEDENCIA Naturzleza Autar en mg./100 de
alcohal anhidrc
Acquu Aguardiente de Lab. Chin, 250 ()
orupn C. Dogane
Cajamandrana id. id. ?1" &
Ostra il el a (*)
Tascolano 1. id., ->ur1 (*)
Francia 4 Clonac Cirad ¥ Cunense 166
Francia (b ran " Cham-
pagne) a 8 id. ol 347
Francia (gran marca 41(-
70 afos) ... il. Chim. 497
C. Dogane
Charenta id. P. Valaer A
Armanac id. icl. 16
Ostra Aguardiente de Lab. Chim. 550
ving C. Dogane :
Culn Raon P. Valaer 7
Jumaca ... id. id. Hh2
Desconocida R arcificul Maohler S
Desconocida Ginchbra Royal Com. 7
on Whisky
Desconocida id. ' 103
Polonia Vandka Jacabs 1.8
Rusia id. id. 4.5
Varsoviz id id. .

(*) Par ¢l método calanméreico de ](x-.uinc.\'.

El métodn de la Rayal Comission on W Imk\ and Porable Spints se

tounda

en ¢l color desarrollade al condensarse ¢f lmfmol v los alcoholes superiores en

medio sulfiinco (44).

La A. O. A C.,

en s edicion de rgho, propone un métado basado en el co

lodr ap: arcetdo al condensarse los alcoholes 41mt11mu con m:u.n\ntl]umnnbcn

zaldehido en mudio suftiricn :g“}
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Sin embargo, las cifras encontradas por estos procedimientos (cuiadro ni
: I ;

mero ,." [it‘“L‘I\ l" i!!:l.\lﬂ'ﬂﬂ\"]‘l' l'l' \]Hu_' no permiiten conocer a todos v f;s;,.z

uno de los alcoholes que ntegran ¢l aceite de Fasel, v dade el interés que su

pond, por una \'ll]]u:‘l”]?i[ |.t presencia ii{‘ ¢Stos .I]"l.‘!l!;!('\ l’l':“l]l) a su (]1{'(_'

rente i()):i\'i( I\‘t’\:l\-’\' (8 ”i]l]l'll Ill.”]“'['() saf BILTE |"‘]' otra, L'[ })’)f]l.’]' li}lth-l”-].lﬂ, s
recomendable buscar un método capaz de identificarlos atsladamente, permirien

do incluso su dererminaciéon  cuantitavivi,

CUADRO NLINM.

NATURALEZA A HETO R : =
Cofiag Charenta .. Claudon v Morin (%) 27.3 6.5
EONac Lo e aiaae .. Ordonnean (v} .. 481 19,9 155
Aguardiente ([(.‘ Surgeéres - e 46,2 o 11,1
Cofiic i R AT (irdonneatr ()0 40.0 219
Fiisel de vian Wehb eol, [ 1952) 4.1 1.9 4.0 8,3

fx) Referido en myg. por 100 de bebuda,
(vl Referula por roo de tcohol absolota,

El estudio de cada aleohol en particnlar presenra sertas dificultades debido
a la falta de reacciones especificas y, como senala Genevors (37), unicamente los
métodos de cromatografia en fase tlL vapor pucden ser atles. Algunns auares,
a pesar de los inconvenientes senulados, lo hat idencificido y valorado por nig

rados guimicos {cnadro mimero ).

El dnice aleohol superior que con relativa freeuenca se determina es el 150

propanal, ¥ los métodos de ulentificacion propucstos, por lo general. se basan en
oxtdarlo a acetona % ])munm recanacimients e 1o misma por Ia reaccitn de
Denigés, de Legal, de Penzoldt, erc. (véase mas adelanre acerona). Como e
légico, este ensayo no tewdriy valor st en el prablema extsticra accrona, en cuyn

raformoal-

caso antes de realizar la oxtdacidn habria que (-lnnilnl']-' medianee
dehido (4

i
Cabe idicir, como senala Durodie v Roelens (46), quir ¢l ]1r()u"h

miento que usa la reaccion de Dentgds no es mids adecnado. v gue es comin
A 1ir.h\._\ los .l.u1|)-1-<\ su.lllul.llltl.\.
Para ¢l n-propanol, n-butanel, webutilico, butanol-2, wlcoholes amiheos, he-

iles alesholes superiores citados como  componenies normales

.\'.ﬂH)!. CIC., ‘.\u"iil('l'.

en estas bebidas. no hemos encontrado  procedimicntoy de invesitgactdn directa

en el




03} ANALES DE BROMATOLOGIA Tomo XVI.—1965

AL DEHIDOS

De los aldchidos que se han senalada como  componentes de las bebidas
alcohélicas destaca ¢] acetaldelido y. en menores cantidades, ¢l hidroximettd
furfurol, ¢l furfurol y otros aldehidos superiores (47), pere como en las conds
ciones de trabajo desarrollado por nosotros Olo es ]3[)\',il)]t' poner de mamhiesto al
cranal. nos referiremos a ¢l exclusivamente.

El acctaldehido se origina en la descarboxilacién del dado pimtvico y pasd
ripidamente por rednceidn a eranal. Sn canridad varia segin el tipo de bebida
y grado de envejecimicnie, por lo que se comprende ¢l interés de su dosifica-
cion aislada.

A los mdérodos qnfmicm ngilizados para la determinacion de aldelados  les
acnrre otro tanto que a los propuestos para los alcoholes superiores, pues comu
en aquel caso, nos dan una aifra del contenido global que nada indica acerca
de los diferentes aldehidos (cuadro nimero 6).

No obstante, pnede valorarse el acetaldehido aisladamente st se hace una

destilacidn previa, ya que este companente, sumdamente volan) (21" C.), pasa
en las primcl':lk' |)()1'cinm‘ﬂ. En ol destilade se realiza sy dosificacion por diversos

métodos (48)
CLADRO NUM. 6

Contenido oo alidebidos de diferenites bebidas espiratnosas

Aldchidos  en
PROCEDENCIA NATURALEZA AUTOR mg./100 €. C

de ale. anhidro

Acqui ... SUEEl Agnardiente de arup Lal. Chim 160
. Dogant

Calamandrana ... .. . id. id. 182

(0] o m Sl e et TP el id. id. 264

Desconocida .. ... Conac Mohler 1o

Desconocida (;\('LijCiﬂl).. id. id. 3

T o] e R {d. Girard y Cutiass 25

TamEAE oie s n=m i . fd. T{urq:n:.\ IR

Francia (gran marca

70 anos) ... ... .. il Laly,  Chim. 30

o Dogan

Armanac Sip e 1l . Valaer o

Desconocida .. L., R‘-M_qltl_'\ .u;

Desconocida (4 afiog) | ul, Royval Comy. o &

Whisky

Desconocida (10 anos) . i id. v

D S COET A Yo 5 L O b e i, 1. Yalaer 10

DPesconocida’ B s as Ginebre Girard v Cuniasse 0.

Desconocida ... .. . id. Roval Com. on 12

Whisky
Desconocida =o' id. wl. g8




Como XVI.—1965 ANBLEN Bk BHOMATOLOGEA 17

Los }mu.t-dimivmm usuales para la dosificacién global son muchos, aungue

reactivo de Schiff (49);

wqui sélo mencionaremos ¢l colorimétrico que emplea el
¢l basado en determinar volumiéericamente el dcido liberada al condensarse los
aldehidos con el clorhidrate de hidroxilamina (50), v ¢l que se funda en deter
minar ¢! consumo de biulfito (51). Este dlomoe, debido a Ripper (52), esti
incluido en los Métodos Oficiales de Andlisis de Alimentos (53).

El benzaldehido no se cita como componente normal de las bebidas espm
tuosas, y Onicamente en aquellas que procedan de fruras (cerezas, etel), pnede

encontrarse (54}

AcrToNa

Foa sustancia ex wemda por la mayoria de los antores comoe un i)rm[ucu:
anormal en las Bebidas alcohdlicas, y su presencia en ellas indicarfa nn fraudd
No obstante. Genevois (37) seiala su presencia en los agnardientes de la Cha
renta; Maynard AL Amerine

alennos vines;  ademis. por

(47) también indica que puede ser encontrada en

los recientes estudios de cromatograffa  gaseosa
rambién se senals como comnaonente natural.

l.a determinacion quimica se realiza cop nitroprusiata sédico, seann la te

1 1 kal

accion de Legal (53) o alguna de sns mindificaciones (56). También pucde hacerse
par ¢l método de Dentgds (57), gre emplea sulfato mercirico; o por la yeaccion
I L= 1G7h Y bl et f
di Penzolde (58), basada en la formacion de fudigo por condensacidn can o-nitro
benzaldehida en medio alealina,

Acibos

Se J)J \«'s_:\!j.u’(l La presencia de z]ift'n'nrvs actdos hbres en las lu:bi(!-‘l\' cspin
tosas. En los dliimos afios, por Ja téenica de cromuarograffa de pgases v detes
minados procedimientos de CONCENTFICION, extracclan, cic., se han encontrado
acético, butirico, formico, cte. (5g). pero como en nuestras condiciones de trabajo

na los hiemss lallade, no creemos onortime Jdetencrnos en < estudio.

Fsrpres

Son originades por reacciones entre los dcidus v aleoboles presentes en Jas
bebidas. Su cantidad oswila con el tipo de bebida v grado de envejeannents
i[.‘ll:“!l-ll I]l}n]("'() :1..‘.. ].)(' |f)\ 'n”(_]‘.l)\ ("\'LLT(.'.\ (.\”il)]ﬂ"i]ll(\\\ merece ("i}{'("lnl] '-‘tl'n(l.(’)]\
¢l acetato de etilo, por hallarse en proporcion destacada.

}\[‘)"\mus autores los han derermnado  asladamente por ])1'()|.'|'dimic:um qh
micos {coadro mimero 8). Actualmente, gmcias a los métodas de cromatografia

o . . -’ ’
£ f.‘)ﬁ(: de vapar :i,'l’u';r{lm a s restdone de extraccion con I‘H')'-}'\r_'!lr;»mL s han

- A g =
I'K'Ill'lfll'.ll]n (RRAEE TR AR T S e S (l(' ]ns :|Cl{{()\' UTASON spertores
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CUADRO NEMERO 7

Clantenido en esteres

e diferentes bebid

exprrilioias

Esteres en

PROCEDENCIA Naturaleza Autur mg./100 ¢ C
de alc. anhidro

Acqu Aguardiente de orujo Lab, Chim. C. Dogane 400
Calamandrana id. id. bg5
G5t e id. id. H74
Foscalano id. id. 421
] Coifac ird y Cuniasse 133
id. Rocques 10
harenta id. P. Vilacr 55
Armanac ... id. 50
California id. id 14
Desconocida Whisky Roequies 52
Escocia (6 afios) id. Kémg vy Bomer 79
}"NI‘UCI:'[ id P. Valaer 28
ard y Cuniasse 18
Roval Com. pon Whisky 8
Cuba ... .. P. 21
Jamaica : 66
Martinica Simoén 49

Rusia ... .. Jacobs 5.5
Vibsariaie . aet., Joais id. 4

Su estimacton cuanuranva, basada, por lo general, en determinar la sosa ne-

ceshrta para ]n'm]uuir la saponificacion completa de un destilado  convenmente-

muonte eparado, da un valor indice que, expresado en acetato de 1'(i[(:, S¢
N E‘I{‘ ra

neilizando para establecer la composicién de las bebidas (60).

CUADRO NUMERO §

Cintemide e dteves de diferentes bebrdac

vicne

NATURALEZ vy Formuata  Acetata  Butirato  Caprinate

de ctilo de etila de etito de etilo
ton de Jamaica .. Sell 7 251 i
Lon de Jamaica ordinario ... id. 22 405 3
Ron de Cub id. e g2 160,71 f
Ron de Jamaica ... ... ... Windisch 0 1.847 56 23
Ron de Habana ... id. i 206 i7 12
ohac francés ... Sell vy Windisch [&] 53 5.0 14
Onac ruso ... id. (] 145 G 18
Conac ealiforniano ... id 0 43 4 8

Fstas edras extin expresaclac en

miligraimas por cien.
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LA CROMATOGRAFIA DE GASES
l=—TECNICA
ORIGEN ¥ FINDAMENTO
Es conoadn de todos | eéenica de cromatografia en columna, ya de parti-
<1on (cromutogra liquido-liquidn), va de adsorcién (cromatogratfa séhdo-li-

quido), que se inicié con los trabajos reahzados por Tswert (61) en 1903, ba-
ctales i rravés de upa colum-

wados en I separacidn de alpines pigmentos ve

na absorbente, merced al retardo que experimentan algunos de ellos por sus
diferentes propredades Fsico-quimicas.,

La cromatografia en fase de vapor o cromatografia de gases no es sino una
vartante de |y cromatografia en colummu, en la que se urtiliza como fase mavil del
sistema cromatogrifico un gas permanente, y ¢l problema, en su totalidad,
debe hallarse en estado de vapor y mantenerse en esta forma micntras dura el
process de fraccionamiento. Fsta simple modificacién hace que la migracidn
diferencial, establecida en toda crmn;ﬁmggrnﬁﬂ, sea acelerada gractas a la ala
n“ﬁh”)i“(l:uf rL' g.‘l_\('k 3 \';lsmrr_‘s_
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Fig. 1 bis.

El empleo de ua gas permagente comp fase movil en cmm:ltugmlfa fuge su-
gersdo en 1941 por Martin y Synge {62), pero no fue puesco en prictica hasta
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los trabajos de Cremer y Prior (63) y Cremer y Miiller (64) en 1g51. que ko
utilizan con una columna de adsorcién (eron: mwr:f..l gas-sélido), y los de James
y Marun (65) en 1952, que lo hacen empleando una columna de particidn
(cromatografia gas-liquido).

En estos 1ltimos anos la cromatograffa de gases ha temdo un considerablk
auge dado su ampho campo de 1[31';;';1ci0m'< no solo en el laboratorio, donde
se emplea en las rareas de Investigacion mds diversas (66, (},. 68, cte,), s
vimibién en ¢l werreno industrral para la obtencién de sustancias de elevada pu
reza (cromatografia prepar: ativa), asi como en ¢l control de fabricacién de dife
renges nmduu(\\ {69, ctc).

l’!anJ de tal desarrollo es [a l]f_{. ¢ bis. tomada de la obra de S, Dal N

mare & R.S. ]uvc(: Jr. (70).

APARATO Y TFRONICA

Indicado el fundamiento de Lo Lmnmm"r.!ﬁl gascusa 0 ¢n tase de vapor '\"'
y ol de Jos dos grupos ¢n que cabe div u]lr].l ’CIOHMEDE‘.T ifia gas-sélido y cromaro
grafia gacliquido), al abjero de facilitar fa exposicién de nuestro trabajo. con

A MAKOWE TRO

a-RaLa OE ©oAS I | | |
C-(LAVE CE PASO e i
1
|
|

D= INDILALOR DE CAUDAL 1 \
E-BLOOUE DE INVEZCION
£ COIUMMA | | |
& OETECTOR | | J

H- CLECTOR DE FRACCIONES

{ |
H | |

I~ CUADRO DE HANDOS | F ‘ !,—-’—'—'
|

J- REGISTRADDR

aderamos necesario senalar los clementos que constituyen un cromatogratn
gases, asi coino comentar brevemente algunos detalles de nterés prictica,

Deawo de la gran variedad de aparatos, un esquema general }'_\mh‘f,‘; swr !

representade en la figura 2. En @l aparcce en primer lugar 1o bala contentendo

f !} Estos dos Erminos se 'l:ll]\l.t A Camo \IE]I]!N]I)U\ ]nlr. lo mas exacto seria utibzar este

iltimo; no obstante, para evitar repeticiones, los utihzaremos indistintament
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el gas portador, fase méwvil de estos procesos cromatogrificos, Como particulan
dad hay que senalar que, a diferencia de la cromarografia sobre papel, capa fina
C:Cér(-:-.l. \lldl.‘l f.‘lﬁ(_' no s necesario \.H“}'Ji.lf].l J\;li':l !'l'\l’\!\'(‘f }31‘(}!.)]““)'.]\' (!C {]ltl
rente naturaleza, pues como mas adelante veremos, con cada tipo de derecror
pucde elegirse ¢l gas portador que redna las condiciones mds idaneas y con ¢l
I("ﬂi]\’('!' ;u\ Il};i\' (li&‘t'l'hn\ ]‘rnl)}:'”l.‘ls

Los gases de wvso frecuente, asi como sus }n'u_nird-.nlrx de nrends para la cro
matografla gascosn, que seguidamente comentaremos, fignran en ¢l cuadro nn
mero g, en ¢l que hemos reunide dates ‘de diferentes fuentes bibliograficas

La viscosidad de Jos gases, al contrario de lo que ocurte con los liquidos

AU Con .|< tcmperatura, la ('ll.]! )1.‘!\' L'Il){' ener en cUcnia I‘U;n!(!n s N'.‘I‘-‘

zan cromatografias a temperaturas programadas,
Su difustb

illnl')(n'mmc en ¢l desarrollo de un andlisis;  as, por (*|L‘ml:]0, cuando s¢ emy

idad depende de la viscosidad, densidad, cten, v quega un papel
g1

hidrézeno, gas de elevada difosibilidad, ol tiempo necesario para chiir un de
rerminado componente, e anfertor al necesitado  cvuando se ntiliza nierdgend

La conductividad rérmica, pru}_\icdad que decrece con o anmento del pes
malecular, juega un papel primordial al emplear dvtectares wérnucos  {véas
mas adelante), va que la senal obtenida en ellos depende de la diferencia de cor
ductividad entre gas portador v <oluto, por lo que, indudablemente, el gas mi
adecuada, coando < emplean estog detectores, ¢s clegido entre aquellos de con

ductividad clevada, En este cagso conereta son recomendables ol hidrdgena v ¢

hl.'[i().
CUADRO NUMERO g
Ceelwiente Conductividad 1érmica
de thiusion K x 10" Potencial ai
Gas portadus PM o PA en B Viscosidad —— ———— 1nnizaciin

(cm® /s (i potses) ot C. (ev.)
Fidrégeno (H,)... - - R3.5 41.6 =3id 15.6
Helio (He) ... ... 4 = 1860 148 41.6 24.4
Neon (Ne) ... ... 20,2 - 2097.3 (F — 214
Nitrdgene  (N,), 28 0674 1563 5.81 7.5 15.5
PEICAES e (ORI — 0611 1708 5.83 3 1 12,58
Oxigeno (0,) ... 32 - 1580 5.9 7.6 12.5
’f_'.‘\_‘; Zashh 304 0,77 2000 4.0 5.2 15.68
Carbénico (CO.} 4 0.55 141 3.5 5.3 144

El uso de nitrogeno. aire, carbonico, eto.. tene sus  limitaciones  aiandt
w emplean detectores térmicos como conseenencta de gue by conductividad  de
la mavoria de los COMPUESIOs OFZANICHS SOTT MUY proxumos a1 las de aquéllos

Empleando detectores de iunizacion la seleccidn del gas portador debe ha
cesse de modo que s }\(Il(‘ﬁ(i.l] de tonizacién sea mas elevado que el de o
compnaentes 4 medir, por lo cinal es aconscjable ¢l neén, y mejor adn, ¢l helio

Como es logico, el wac portador no debe reaccionar quimicamente con o
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<U]‘I'E[‘l‘( SLOS A \{tnl Aar; .l\]’ })r)’ '('l]lDll') L' I11&11‘:’!'-‘L"I'h‘1 [\HLTIC !'C(!UCH‘ cmnlmcstm

'II‘-"'[HLH‘- cuando se utiliza con detectores térmicos.
Los gases cm |1EL 1dos como porm(!mu €N esta  recnica deben  ser puros, 'y

como los suministrados por la industria conticnen pequenas cantidades de agua

v \'1’\{_)11_\ (1-'!'1]1]{(:\ s¢ }1.“\ ]J[ul\u. en At!'llt”n\ Casos (llln_ ]{)‘\ (liILL[UJ.L\ acusen

Uh( lmj\uum\ ~.()mkl<l]0\ a un }nm S0 c].t' p!lllh\.'lt_lnn P[Jl {]tl.u.lon a [1.!\'«\

de gel de silice y/o tamices moleculares.

En el esquema de la figura 2 siguen a continuacion de la bala una serie

de mandmetros y l[n'c de paso cuya hmluhd s controlar y regular la presién

de entrada del gas portador a lo 111’rm de cada experiencia; umbmn cn esta

parte sucle colocarse un indicador del caud#t de ous ue penetra en ¢l croma-

tografo.
El clemento signiente suele ser el Ji\ph\'us\-u de introduccién de muestras, el
cual varfa segin se trate de mezclas de sustancias gascosas o hqm(hs- asf, mien-

tras ¢n aqud!n\ debe posibilivar la mundu’c_lon de cantidades  relativamente

rrandes de muestra (1 a 100 ¢. ), sin modificar sensiblemente la presién ga-
seosa del circnito cromarogrifico, para las muestras l\qul(lds el dispositivo de

inteoduccidén  debe ]u‘rmlm ser calentado a temperatura mads o menos elevada,

a fin de conseguir la vaporizac 16n instantanea de la mezcla inyectada, circuns
tancia no muy dificil de obrener dada la exigua cantidad utilizada para cada
malisis {0,001 2 0,05 ml.).

Inmediatamente después va la columna cromatogrifica,
segtin su poder separador, n’ttlll.l](/i complejidad del problema, etc., pero por
I5: general os de dos metros, vy osu forma (h iere segin ¢l modelo de cromaté-

de longitud variable

or afo: ¢l didmetro interno ;1[1‘1)1( ' varfa de unos aparatos a otros, pero de
manera geneeal, para la cromatografia analitica, ]wmd{ decirse que oscila alre-
dedor de 0.5 emi. (en fa cromatografia prepar ativa s muy superiot). El relleno
de la columna cambia con ¢l tipo de cromatogratia a re: alizar: en la de adsorcion
estd constituido por un sohida absor benee (¢ arbén activo, oxido de aluminio, etc.),
homogéneamente dividido, que tiene Ja propiedad de fraccionar a los compo-
nentes de una mezcla compleja, gractas o ]s(muhmunrm de adsorcion~desorcidn.
Este grupo de cronirograffas s¢ reserva, casi exclusivamente, al analisis de ga-
SCS permanenices, por lo que no seran tratadag en esta memoria.

En la de parucién. la columna estd rellena de on s6lido ineree, lmnmguu a-
mente dividido, 1mpregnada en su superficie de un liquide no veldtl ni de SErl-
ble a la remperatura de la cqn*riz‘n"i'l siemdo en este caso separados 1()s diver-
sos componentes merced a procesos de ]mltlu(m entre la fase mévil gaseosa v la
tija liquida. FEsea modalidad o la que encuentra mayores aplicactones, dado que
la fase estacionaria (Fase fija) puede modificarse a voluntad en un amplio cam-
po por ¢l empleo de !iqni(ios de diferente polandad.

Como soporte generalmente s¢ emplean materiales  porosos gue  perinigen
retener nr.mdv me],ul(‘ de fase |(qmd| <in que ]1.wa adherencia entre sas
]1.II[ICU].H Cambién vs conveniente posean resistencia 2 la fragmenracidn, al
objero de evitar pu]\'cr;znci('m v fala de untformidad en el Ian.‘uh_\ de la co-

lumna que restarfan eficacia a la misma.
Ll tamano de las particulas es de gran importancia, pues afecta a la ehea-
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Cia s¢
didos el nimero de platos tedricos fnum\m con el que suele expresarse el poder
separador de una :u]lll]il]t- que puede alcanzarse es muy clevado, pero Como
con cllos se dificulta ¢l paso de gas, se hace necesario una mayor presion de
entrada para obtener el caudal deseado, v esto crea un clevado gradicnte de pre-
adn en la columna que da lugar a que ¢l tiempo de elucién de los componentes

radora por modificar [a superficie activa. Con soportes finamente drvi-

menos volatiles resulre excesivamente aumentado.

El nimero de platos tedricos a que se equivale la columna se caleula me-
diante la formula N = 16(x/y)* (71), donde N representa ¢l nimero de platos;
x es la abscisa del maximo del pico, desde el punto de iny(_-.ccién o t{(-m]m de
rerencion; y es la base del pico medida entre los puntos de interseccion de L
rangentes con la lfnea base (fig. 5). Este valor, en la prdctica, no resulta igual
al caleularlo para otro componente del mismo cromatograma, por lo que para
obtener resultados compatativas es necesario fijar ¢l componente con ¢l que se

van a realizar rales determinaciones.

Orras veces el poder separador de una columna para dos componentes dados
pucde calcularse por la relacién entre <us tiempos de retencidn, y se e denominn
rambién factor de separacién,
ente son: celita, sterchamol, Firebrick C-22, Chro.
de diatomeas; en almunos casos

Ln:. sopories (‘.L‘ UsoH {1'("\?
mosorh Wy P, etc.. constirnidos por tierras
aglomerada v caleinada adecnadamente para obtener un material del ramafio

deseado.

Oltra caracteristica que deben presentar es la de ser inertes v ono retener m
actuar sobre los solutos, pero en la prictica esta Pmi\iwl.)d no se logra y apa-
recen Interaccinnes que se rraducen en colas v deformmciones en las corvas de
cucidn o mclusa en la aparicién de nuevos picos (72)_ Para cvitar estos fend-
menos ha de cometerse ¢l material a rratamientos desactivantes can dimenildicls
rosthine (73), hexametildisilizano (74). ete., cuya deralle no es posible mencio-
par aqui

Otra 1po de soporte o (:(m\tim_v(-n matertales o porosos: l.vcrl-.n de vidrin,
polva de teflon, polve de merales, inchusn sales inorgdnicas, como ¢! doruro
sGlico, et ln« {]m‘ no sc presentan estas ingeracciones, st bien tenen ¢l incan-
veniente (!l cducida canicidal de car g1 de fase Nquida que obliga a eperar
COm MTestr s (h- volumen pegueo v, consectenteraente, con detectores de alta sen-
abihead

En lo gue se refiere a la fase h]mdl como vi se ha indicado, ha de reatasse
de on liguide no volatil v estable a la temperatura a que se opera. Para su
seleccidon hay que tener en cnen ];\ naturnlezs de: Jas componentes A separar

la temperarura a la que ha de mantenerse la eolumna. Por <u nawuraleza L.‘lbl
clasthearlas en tres grupos: no polares, semipolares v polares, aunque es de
ion no es absoluta, v diferentes autores mncluyen un

seialar que csta clasific
mismo fiqudo en grupes de distinea pofarsd lad.
i o coadro mimeso 1o ficuran alzunas fases fjas de uso frecnente, asi

como las propiedades e interés para la cromatogratia aas-liquido.
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CUADRO NUM. 10

Temperatuea
FASE LIQUIDA mixima de Polaridad

:r‘l'.mju [ Y

Acerte de sihicona . 225 No Smf.-n Alcoholes de
teres met
Apiezén L 250 tl. Esteres de dcidos grasos,
Escualeno ... .. ] 160 ul. Hidrocarhuros alifdticos de €
3 L@
woma de silicona . jo0 Alcaloides v esteroides
Fralato de diisodecilo .. 165 Uso general.
Sehacato de bis (2-etilhexilo) .. 125 Uso general.
Versamid goo ... ... ... . 250 id. Comp. polares de p. eb. 2l
Succinato .(]L' 1‘1itti:'('ll~'ls_;lis_;|! 2‘1(1 Polar Esteres metilicos G a C -
Polipropilenoglical ... .., ... .. 200 id. Uso general de comp. palares
Polietilenoglicol (carbowax
AT e e S e 175 id. Alcoholes, crtapas y agos
PUEIL'l'i](.!]FI:_[]h‘H] ( carbowax
I L25 1. )\]1‘_:}])(|]C<, vetafas v oagua.

También queremos seialar los ]wmc{p;d(;s criterlos para sy clecctén . cuando
la polaridad de la fase estacionaria es de igual naruraleza a la de los componen
tes a fraccionar, la selectividad de la columna es escasa v en lac separaciones
sélo 1ntervienen los puntos de ebullicién de los solutes, es dear, ¢l procesa
cromatogrifico es semejante a una destilacién fraccionada. De otro lado, solutos
polares son retenidos ranto mds intensamente cuanto mayor sea la pu]nrid“(l
de la fase fija; v al contrario, solutos no po ares son retenidos tanto més cuanto
menor es la polaridad de la fase estacionaria,

A veces para fugr.u- mefores \CL};I"‘AL‘[UHL{\' en pml;h-m.'h' complejos s emplean
columnas nuxras, rellenas en un wame de una fase Ilqlurh no polal y en ¢l
resto. por 1uma fase polar. Con cllas se logra nu]or.u' las separaciones de com
puestos de polaridad semciante v punto de cbullicién algo diferente, o com
't\l!('xtu*: (1(' (]iﬁlim.l \ml:‘.lil!.u‘ Y n:'(’);(i(nrl [§] {gll;ll 5\11!1!(: (h‘ cbullir_ién.

Recientemente e wrilizan con gran ¢xito columnasg capilares (colummas Go
|~‘1_Y}. fnrm.-n];:q por tubns (_]r' (Jifti'('lllc\ 11!;1[(.‘1'1.‘!!::\' corn un (liﬁmc{m HITCTIOL ([1
0.2 a 0,5 mm., o todavia menores, y una longitud de 25 a 100 m. (75), en
estas columnas la faw liquida impregna la ;mlul mterna del tubo {que acudn
e soporte), formande una (!L‘F("Nul p[.unh de tres a cinco micras de espesor
Al mntf que oc nrrfa con las columnas llenadas a base de materiales na porosos.
también tienen pequena capacidad de carga, lo cual obliga a operar (on €an
tdades de munestra no suneriores al microlitro (0,001 . ml) v detecrores lramente
\(‘”(il)!l'_‘. I .

De

de didmetro mrertor v unos 100 metros de longitud que, por S nEvor capd

gual modo exasten las denominadas columnae wmacro-Golayy de 1 mm

Adad de carga, ]urmmn ¢l empleo de detectores o tan sensibles.
A L' salida de B eolumna lI

as efluente, mezela binariy formada por ¢l am
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portador y ¢l vapor de un determinado componente, atraviesa el disposiive de

de

eccidn, cuya misidén es poner de manifiesto los componentes separados,

El detector ha de ser de gran sensibilidad, dada la pequenisima canudad
de soluto que constituye una fraccién. En este dispositivo cabe disunguir la
célula de deteccién propiamente dicha (sistema sensible) y el aparato de re-

orama,

o1stro (lm' i‘tf['n]i'{t' obtener ¢l cromatog

diferentes modelos: unos, ya en desu

(__-(][n(! (;1'1‘\‘\'“)1‘&'\' }1:“) \i(fﬂ }3]'(_)]"“(_' s
so, mtden Ja cantidad toral de cada componente separado:  adetectores integra
less, y e cllos o cromatograma resultante se muestra con una serie de e
calones, cada wno de Jos cuales representa una fracaon (fig. 3 A), y su alwora
la cantidad total de soluto. La bureta usada por James y Martin (76) en 1952
es un cemplo de este tpo de derector; sus desvenrajas son la baja versatibily
|I.ll[ A\ \l':]\”)ih’(tﬂ(‘.

verecrea
|
|
ﬁ

~ L S
o

K

a

5 l B

n 1

PN

=

a 1

YIEMDO
Fig. 3.

Otros, los mds unlizados, nnden alguna diferencia establecida en las pro
predades Fsteas (conduczividad, densidad, etc) entre ¢l gas portador puro y e
gas cluente de la columna, ¢n comjunta rectben ¢ nombre de adetectores dife-
rencialess, v el cromamgrama resulrante presenta ¢l aspecto que se observa en
la fig. 3 B.

Mientras ol gas portador ¢s puro, la senal del detector ev constante y cans
nruye una recta (linca base) 1an prante como ¢l gas portador arrastre un compo-
nente. se produce un pico o campana de aspecto gdu.ssinno {enrva de eluceion).
Tienen ventaya sobre Jos intcgr:xfun ya que por st clevada censabilidad prcden
ser uttlizados en la detecaidn de componentes «trazasm,

Los detectores también se clastfican en destructivos ¥ o destructivos, aten-
diendo a que los componentes detectados sean destrmdos (detector de lama.
etcétera) o, por el contrario, no lo sean y puedan ser recogidos, permitiendo pos
teriores determinaciones, Jo cual hacen sean dstos los preferidos (detectores oér

micos, ete.).
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Entre los no destructivos los mas usados son Jos de conductividad térmica, y
teniendo en cuenta que en nuestros trabajos hemos utlizado uno de ellos, hare-
mos una breve descripetén de su fundamento.

¥ renctas de conductividad que presenta el

Estos detectores miden las d
gas portador puro y ¢l mismo Zas contenicndo alguna de las fr;lccifs:)u croma-
tografiadas. En su forma mds simple consisten en un bloque metihico con dos
camaras o cclulas de (:;:paciaiml reducida para evitar la difusién y.xm:zc.!a de
las fracciones: en ellas, montadas axtalmente, se encuentran dos resistencias de
hilo metdlico de igual valor. que constituyen dos de los elementos de un puente

\ . \ : ' = (1 - for-
de Whearstone (fig. 4). La corriente que circula por o] puente se ajusta de for

e _\_rf/_ £ | =
[y , | |
A: OCTECTOR E- pVERSOR DE PO AR DAD
8- “CEiRD BRANO F- AVEMUADOR
€ “CERD FING & AEGEIAADOR
- ™ODECADOA DE CALENTA MANTD

ma que la temperatura de los hlamenros sea superior @ la del bleque (de aqu
li denominacidn de whilo calientes), enva temperatura ha de mantenerse ade
coadamente constante para evitar la condensacion de vapores. Por una de Jas
células térmicas cirenla siempre el gas portador puro (célula de referencia o de

comparacton):  por la otra, concctada de

‘ nés de la columna cromatografica
(fignra 2), pasa la mezcla bimarta de dicho gas y uno de los componentes
separados (célula detectora o analitica). Momentos anres de comenzar un ani-
lisis, ambas céhulas son  arravesadas por ¢l gas portador puro, sus resistencias
alcanzan un valor fijo v ¢l puente lmcrh' ser di\;mt.wtn de modo que ¢l voltaje
diagonal resulte nulo; en cambio, cvando por la egunda célula pasa o gas
portador con una e los componentes, se origing un cambin de conductividad
que se traduce en nna variacion de la wemperatuza Je la resistencia vy, conses
cusnremente, en una modificacién de su valor, mllj-!in-.{l*.{_!ncc, mientras dura la clu
cién, un voltaje diagonal que. convementemente registrado, da hagar a los pIcos
del cromaregrama.

Mayor wnabihdad se logra empleando un detector térmico

cuatro o
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lulas, cuvas resistencias forman los cuatro clementos del puente de W heatstone
dos de tales células son de referencia, y en todo momento estan atravesadas
gas portador puro; las otras dos sirven de células analiticas, pnmndu por

ellas el gas efluente de la columna.

[J‘H— ('1

Aparte de los elementos menc in”.n|m‘. hay que considerar ¢l elrenito eléctrica

\hum.l 4), constituide por ¢l puente de Wheatstone, por dos resistencias varla-

bles ent wshunt» con orras dos fijas, 1;11{ ]muhllnan Lqm]]bmr las diferencias exis
tentes entre los filamentos de las cuateo células del detector antes de comenzar
un analisis; uno de estos conjuntos ]xum! un equilibrio aproximado, por lo

]”m-‘“ el “imllbrm LXACTo Yy

que se denomina «cero brutoy; ¢l otro sirve
recibe el nombre de wcero finon. Completan este circuito un modificador de a
intensidad de calentamiento, un inversor de la polaridad y un ate muador,
primero se emplea para variar adecuadamente fa intensidad de la corriente con
tinua de alimentacién y, subsiguicntemente, la temperatura de las resistenctas del
bloque térmico. En unos casos como m anantial de energfa se ump‘( an baterfas
y en otros las energia procede de un rectificador conectado a la red.

El inversor de la polaridad de la corriente diagonal permive salvar ¢l Incon
veniente que se presenta al cromatografiar mezclas de sustanciag con conducti-
vidad térmica supertor ¢ inferior la del gas portador, fendmeno frecuente
- ‘no, carbénico, ete.

cuando se emplea nitré

El atenuador sirve para reducir ¢l voleaje originado, al objeta de que fa sedal
quede dentro de la escala del aparate de registro, lx(frmiti('mln una reduccidn
sucesiva al medio, al cnarto, cte., o bien al rerclo, al novens, erc, por Jo g
también se depomina divisor de corrtente.

Para la obrencion de cromatogramas con detectores térmicos es indispensa

ble utlizar nn potencidnicteo cegistrador, consistente en un dispositivo electro-
nico en el que intervienen un sistema de amplificacién, un dispositivo inscriptor

con motor sincrondzado, etc., eracias al cual se };ucdcn medir y registrar los vol

tajes nlonenrancos originados en Iy clucién de cada sohato fracaienado.

ad B
10N

Otro dercetor de gran mrerés por su elevada senaibilidad es el de 1ont;
(h- Hama de hidrégeno: ademds. por no ser sensible al paso del agua, snstancia
de dificl] elucion, permite, con gran ventja, ol examen directo de soluciones
teeido en andlisis de bebidas aleohdlicas. No obstan

acuosas, ]f) ('[lll] N& !)l-'“-L' l'] ]‘:
te, este detector nene ¢ serta nconventente de desenar bis fracaones medidas,
nﬂ'nrhunln su posible coleecidn v pON((‘ll(\l’ anilisis.

La gran sensibilidad del métado (-xxgv que durante o operacion taito el
Mm[m' detector como Ia columna de fracasnamiento se manmdean g rempe
ratiira constante, pars lo cual estas piuz:u« esran colocadas dentro Jde wna camara.
cuya temperatura, una ver fijada para cada experiencia, se manticne constantc
mediante un bafo de vapor, o mejor, gricias 1 on dispositivo clectrdntco de ter
MOSEATIZaCiGN, :

Recientemente se desarralla con gran éxito téenicas e ceomirogralia con

’ t
feniperarura programada, en lis que I columna cromatogrifica va um(!n'nlm:nlz.

adqurienda temperaturas mids elevadas, lxrmm(m]n MCJOrar, con mmlm las s

paraciones y. sobre tedo, p(mlnhra nna determinacidn  cuantirariva ntds exact

L




(e
U

ANALES DE BHOMATOLUGIA Tomo XVII.—1965

de cada componente. En estas téenicas, al igl:ai que en las anteriores, of detecton

debe mantenerse a una EMpEratira AgurosAmente Copstante.
LOS CROMATOGRAMAS ¥ S INTERPRETACION

Como ya se mndicod, en los cromatogramas obtenidos cnlpfc;audo un detector
) £
Qifcrencaial se obser

a la existencia de una serie de ixicm‘, cada uno de los cuales,
1 prncipio, corresponde 2 un componente puro.

Ln todo pico cabe distinguir, en 1\ri1m‘r Ingar, su riempo de reteneion (1) a
gempo en minutos que tanscurre desde la inrroduccion de 12 muestra hasta
la icion de la mdxima aleura del pico (en la figura g estd representado

por x). En la pracuca se opera con ¢l tempo de retencidn corregido, ¢s decir.

4 ogque resulta de restar del tempo de retenaisa sbservado el ti(:mpu que exige
. 5 . L - it =}

el gas portador para ir del punto de inyecadn al detector (en la figura 5:
r-x1); este }1]11:110. se determana midiendo el tiempo manscurndo desde el ins
ante de la myecadn de Ja mauestra basta la aparicion del pico de un compo-
Y T i 7 B i

nente nabsorbido, generalmente ol aire. para lo cunal cabe introducis

' ! : 1m !mCu
del mismio en o momento de i tnyecciéon.,

¢l cual
s ! para la
Incidn de vn determinado componente. A este volunien <e le da Jiinorb s
volnmen de retencién v tiens un valor casi especifico e
e servirg para denificarl s, :

El producto del viempo de retencién (Tr) por el candal de gas (),
: £
w expresa en ml/minuto, nos da ¢l volumen de gas portadar necesario

cada sustancia, por lo

i Ve e AT T -

;1 wualdad  de (.f\!1r]1tl()1:gs {candal constante. etc.) ¢ tuempn e retencion
mbién s car mtu:num de cada sustancia, ¥ como resulta mas £4v1l de amedsr,
< dste el que sucle emplearse PAtR SN reconotimiento,

Se Hama volumen de retencudn relative al cociente entre

el volumen de re-
otra tipo. Operando en

rneon de una wancia voel columen de recencion de
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1gualdad de condiciones, esta relacidn es a la vez 1l a la existente entre sus
tiempos de retencidn. :

La altura méxima del pico corresponde a la mayor concentracién que al-
canza un componenite en el gas pultu]nr y su ancho a media altura guarda
relacién con la lentitad con que la fuse cstacionaria cede al componente.

Sexin Kaiser (77). entre ¢l viempo de retencién y el ancho a media altura
o semibase. de cada pico, existe ona ‘relhciar sencilla que viene expresada per la
formula b/2e<Trconstante; de la que se deduce que la anchura de los picos,
cnando alcanzan alturas similares, anmenta de manera proporcional al nempo
de retencién. Conseenencia de esto, s en un cromatograma aparece un pico
cuya anchura no es la que le corresponde dada su sitnacidn, podlm sosch]nrw
upa separacién defectuosa de e mponentes de volumen de retencion t(ruqdntc

Algunas veees los }ucm no ticnen la forma simérrica de una curva de clu-
cién, en la que ambas verrientes e separan del eje de altnra con igual dngulo.
En ocasiones parecen mclinarse hacia d._].mrt‘. lo que podria ser nmsmxmrlo por
una cesién lenta por parte de la fase estacionaria (este defecto sucle presentarse
en los cromatogramas ebrenidos con columna de adsorcion). Otras veces lo hacen
hacta atrds. v en estos casos puede ser debido a que Ja temperarura de la coliimna
es demasiado inferior al punta de ebullicion del vapor que dio lugar al pico (este
fenémeno es relativamente frecuente cuando los cromatogramas son obtenidos
con columnas de p.‘lrricién).

ANALISIS CUALITATIVO

La crematograffa de gases es por s misma un excelente método de apdlisis
cualirarivo. Los voliimenes de retencidn, cuando se uniliza una fase liquida de-
terminada, son caracteristicos vy reproducibles ¢ independientes de todos los pa-
FAMELIOS OPerarorios, «\Ccpru.mdn la temperatura, por lo cual su determinacion
puede utilizarse para identficaciones. Por las razones yva conocidas también la
simple medida del viempd de retencién facilita resolver rales problemas,

Qrro Drncu[imiunu de identificacion es el desominado de asobrecargaw, ba-
sado en adicionar al problema ¢l componente sospe chado vy repetir la cromatogra-
fia; en estas con{licmm\ el merementa de nltun del prco estuciade ‘crmmrm
conchiir que la sustancia sospechada era Ja misma gue fa uttlizada en ln sobre-
carga.

Gracias a los 1r'1}>-\in< de James vy Mastin (76) v de Desty y Wyman (78)

> ha puesto en prictica otro mérodo de ;un]mq cualitativo. Estos autores en-
contraron que entre los niiembros de una serie homologa el logaritmo del volu-
men de rerencidn es funcién Jineal del nnmers de dtomos de carbono; como es
]""1'0 al operar en 1011.1]<= condiciones esta pm}ucd‘l(l también s¢ cumple para
el hwnnmu de! nempo de rerencion. Mediante las grificas corrupon(hcntcs a
cada serie homéloga puede identificarse cual Iquser mismbro de el

Otro tipo de prnh[cnn es el que se presenta cuand lo las sustancias, en condi-
cinnes '\]n.munt\tf ¢ determinadas, tienen un velumen de retencidn l)ar(clr!o

que darfa lugar a que en el cromatograma saliesen en el mismo pico o cas!
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superpuestas. I tides casos Ly dentificacion puede lograrse mediante la téenica
de dos columbas (79), basada en hacer dos cromatografias, una con fase estacio
naria polyr y otra con fase no polar ¥y aprovechar la pumullm ad presentada por

Jos miembros de una serie hrmn]ns;& de « que ¢l logaritmo del volumen de reten-

cion obtenido en una columna es funcion lineal del logaritmo del volumen de

rerencion obtenido en la otra, resultado de esta manera grificas similares a las

.111[1_‘r‘i()1'('.\»

De todos modos, ¢s aconsejable una confirmacion fAinal, ya por métodos qui-
micos, ya por métodos instrumentales,
las fracciones mediante un colector adecuado sitnado a la salida del cromatd-
grafo. $i la cantidad de soluto es suficiente (cromatografia preparativa), pueden
lice de refraccidn, erc)) o

a cuyo fin se hace necesario recoger

hacerse determinaciones fisicas (punto de ebullicién, inc

métadas quimicos (1denuficacton de grupos funcionales, reacciones especificas,
Fn otros casos, espeaalmente cuando la cantidad de fraccidn es mim-

creéreral.
especttofotometriz can

ma, se recnrre a la espectrofotometria con ultravioleta,
infrarrojos, espectrometria de masas, espectrometria de resonancia magnética nt-
clear, cte., con las cuales pucden conocerse detalles estructurales de las sustan-
aas colectadas y lograr su identificacién.

La confirmacién por estos medios instrumentales ain no es rusiMr reali-
zarls con las pequefisimas fracciones obrenidas al emplear columnas capila-
res (8o)

Otro pmccdin'rivmu muy utihizado en la Pl.\CLEL1 es el realizar (iferentes
prucbas quimicas con la niczela compleja y coordinar los resultados con los ob-

t{ﬂl(!()\ por (ll\nldtll}_‘;ldfl.i IL' %;"-E_\(_\.

ANALISIS CUOANTITATIVO

[La cromatografia de gases también puede utilizarse para la resolucion de
problemic de andlisis evantitativo onerando en condiciones adecuadas v con
medidas cndadosas de los parametros de los picos puede alcanzarse un ecror
del 1-2 por 100 (81). '

St los cromatogramas fucsen obtenidos con detecrores inte

es (fio 3 A

€1, va qlh (\(1 cs ]un'mm:ml] a la 'anri—

l);)ﬁ;ltl'.‘i 1)‘.(‘(’“1' rzl ;1]1'\!!"1 (1( 'aj:h Mt
dad de <oluto. Sin embargo, como indic dbamos al ‘hablar de los mismos, lo fre-
cuepre es que ]m CT nmm;ural'xx estén n]ln‘.\.‘a.,‘u\' con detectores th‘r:_'nu.ll:'\'. da-
das las ventajas lpm presentan frenve a aquellos, yoen los cromatogramas resul-

a conocer la c'.IHl!(}‘{d fil: it componsiite (IIHHL‘I!(PU

tantes {he. 3 B) « * lleg:
la suneficte del pico, o a veces, incluso, sélo su altura,

Pﬂt' Ier .ﬂh oarnos (](tnhhdr 13 f;] 1'.\"\!‘)&&\.’it311 (fs_‘ ’05' OIUMCTHsos lln’-.‘f(!(!o.(
Prosussros, nos limitaremos a senalar los frecuentemente utihzados.

}h‘;:!rr:fux i‘m‘\'.-m’u« Cil I’. rr.fref:fl’.-r rl'r‘f .-;i'['-f {fr' fr)\ Preos. — U.‘HEJ l.l ‘.'»:"U".(l]iﬁ:!’\éli{-
1‘.!([ (‘\']‘\".-"H’.(‘ cnere |.I ‘t'l]L"'IHI-I{_](.\'-l :]'.' i!!]l!in v .il'f'i i]" SHS i':'\"l".'Ti\'l]\ r\li‘(“.

un oran nimero de mérodos para la estimacian cugntitativa estan besados en la

I'H{‘.’]l'il (]I.' ].l Y‘l!"":'fl("lr' lil‘1 !‘il[l "i'H]H!L"'ﬂ.L vV osu LTH'[‘.P\l!'.h")l‘)]'. con lil l!l']. [\iC(}

origmado por [a misma sustancia en concentraciones conocidas. Esta medida
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})l]t';l'c hacerse .'111!i= ando la Pl.‘xlllu‘st'[rl‘,l. la il!{t'f_'\[.]{'-t"['l mecinica, o bien pll('({(:

hallarse por ¢l 1rmlm.n de su altura v el ancho a media altura o semibase,

considerando al pico como un ('lmwuin 1sosceles,

Otros }\rnf.'..-m.nmm unos a iJ.m de anadir al problema una cantdad co-
nocida de una sustancia restigo (standard interno) v comparar su drca con |a
de cada componente; olros, cn los qui se stablece la relacidn entre el area

de cada ¢ n 0y la suma de las dreas de todos los componentes, seoun la {6rmula;
e (AT EA 1
1

dado el caricter de esta memoria, no procede desarrollarlos.

Mérodos basados en la medida de la altura de los picos. SII'in]\n. qur las

('(J]I:JIL'[UI}-‘\ CX1

imentales sean reproducibles de andhsis a andlisis, Jag alturas
de ]ﬂ\ ])1('1)\ 00N |\:u:m1u¢m.1]u a la Concentrac :Inn de .‘«(;i!]i()\ V. osto 1!?\('(1L‘ h{s
i o i

utilizado para la cuantitativa. Este mérodo exige que los picos sean muy agudos

arto construtr curvas de calibra-
én v que ¢l problema rtenga una rigueza

¥ (]l' 1)-\.\(‘ ('\I'I'{.'i.‘l'(ij. )’ E).’Jr.’l su -‘l})]-lc-‘l('..l(/ln €S NCCes

cton relactonando  altura-concemric
comprendida entre sus valores,

1’['}(_‘ a }ﬁ( CIrrorcs (I”'\‘ (IL‘ este [“(“'(\{ltl jl“\'l]{'il 1!('5']\'-” SC, s E'I ”l.ll_\ l’“i! Pﬂrui
andlists de rutina, stempre que, comu va mdicibamos, las condiciones expen
IHL'HLJlC\ ST n"'\|'u(11n‘:iblcs.

1. APLICACION DJE LA CROMATOGRAFIA DE GASES AL ANALIL
SIS DE BEBIDAS ESPIRITLIOSAS

M rovos

En genoral. Lo aplicacién de la cromatografia de gases al andlisis de bebidas
alcohdlicas con los derectores usuales de hilo caliente, encuentra una dificutoad
derivada de la gran canudad de agua, vi que esta st meia os mal ehinda, dan-
do, cuando menos, un gran l)lul asimétrico (consecuencia de su lenra efuctdn),
por :ul_r,;m\lr.\{. en suparte posIerior Mna cnorme cola. lo cual hace que algunos
componentes queden ocultados 51 sus gempos de retencidn son proximos y -
vores a los del AT, I'ste h=cho ('x;)]i( $ognue fa !!].!}'lll'f;] (](' los antoree estodien
\.l\' |).']J.5r.l.1\ reqdl il:lllt]() (153 TN US el (!L'\li]i)l'i(l]l(‘\ c:]('ulnwulm I .]( (_'-’)IT]:’“I)('I)E(‘N'.
\-'r}],iilla"-. olras l_".\'h“m'(.'i(llL_‘\ can (]L‘TL‘IJnil)AI(It\\ u)l\'((l!('\; v, o veces ﬂ('\hl_('h'.'i-
tactones conclucentes o Jograr chiminar [ mayor parte del agua.

Orros 1nvestigadores recurren a unlizar derectores msenables al pase del

agua. Todo lo cual nos ha Nevado a chshicar las métodos seatin ol detectar em-

pleado en cada uno de ellos:

L) "nlrr

A 2
pedemos clastficarlos en

MOTHE €7 4}!/1.‘.-1)! ll(.'.’t‘l/{)n'.( 11/.' :'i)v)(/!!/'ll.f'!ll-v.’[ I(I/"ril-l.-.' -—-.‘\ (5 B L L 4

A)  Por myecadn directa

].i mayuorii e!a.' ]n\ -.]m' {1-1: .]'1]ll .:l[u “sta |e:4'?1i|'.| {'?u:ll-‘ll'tig!':“.kl'.ﬁl -I] -lll.ill\'h l!!‘

lhan :=1.f¢'1'l(!1: ].'| 11!','{','-;["|t1 directa de las muestras, }mu'a sc

pérdidas de los comioncntzs o modificaciones incontroladas de los nus
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mos. Entre ellos cabe citar como los primeros en estas investigactones o Gygl
rat (82), L]nr en 1957 lo hacen al objeto de obrener la wpificacion gas-
ordfica de los aromas de diferentes bebidas, si bien no wdentifican los
picos obtenidos. Algunas condiciones cwpu:'imenr.ﬂcs son: fractdmerro Perkin-
Elmer 154-B. equi pado con rermistores: fase estacionaria, sebacato de dioctilo;
tempetatura (Q C. y gas portador helio.

En 1950, Carroll y OBrien (83), hallan estas bebidas integradas, aparte de
ztanol v del agua, por siete componentes: aceraldehido, formaldehido, formmaro

v Po

Cromatos

de etilo, acetato de etilo, metanol, n- propanol y alcohol isoamilico. En los cro-
matogramas de algunas brblc!aq (French "lDP]L brandy) aparece un pico no
identificado entre el etanol y ¢l propanol.

Las condiciones de trabajo son: columna de dos metros, llenada con car-
bowax 1.500; sobre firebrick C-22, celira 545 Y chromasorb al 15, 20 ¢ 25 por
r100; ¢l andlisis lo llevan a cabo con helio, con presidn de entrada de 10 psig. (%)
y una cemperatura de g3° C. El uomnmomfn utilizado es un Perkin- ]:[mu\ mo-
delo 154-C Lqmm([o con detector ([c rermistores:  cantidad de muestra de
0,01-0,05 ml.; rn,mm'nlnr de 5 mV. No especifican claramente las condicto-
nes de trabajo de cada caso {tiempo de andlisis, saporte, etc.).

Castille (8 }) en 1gbo, aplica csta técnica de inyeceidn direcra a la derermt-
nactin cuanutativa del metano]l en bebidas alcohdheas, fjando las sigutentes

condiciones: fase L'St:i(‘loﬂi'll'i"i polictilenghicol sobre celita en columina de un

metro;  temperatunt, go” fase mévil, hidrégeno; volumen de muestra tiyec-
cado, o0z mL Na sc'r'h ]1 sensibilidad del registro, ni la proporcidn fase es-
i..‘!ci(m:}J'i.‘!_l’x‘(l}‘ﬂl‘t«.‘ ni tiempo de anglists. I (101111Lu«r1.1fo es un {lactuv'\p (Carlo
Erbal. Caudal de hi(ftorrcno dos lizros por hora. La estimacién cuantitativa del
metanol la logra me liante curvas de calibracién relacionando mmrhcw de los
picos con centimetro cuibico de metanol por mil.

Salo (85), en 1461, preocupado . por la existencia de falsificaciones de bebi-
bas espiritnosas con  alcohol !\on on’lim sefiala un método de 1dentificacion y
valotamtn | del nismo vnlumn'n una columna mixta a base e 2,24 metros
de columna de parafina y 0,6 metros de columna de carbowax 1.500, ambos al
25 por 100, sabre chromosorb de 60/80 mesh. En 1
nas separaciones entre meranol, etanol, iso

rales condiciones logra bue-
propanol v agua, que <on husdos en
este orden. Ormas condiciones experimentales son;: fractémetso Perkin-Elner,
mod. 154-B; 47° C. de temperatura en la columna; gas portador helio a 0.8 ki-
logramos por centimetro cnadrado:  rotdmelra, 3,35 tension de detector, 8V;
tiempo de retencién para ¢ agua, treinta y seis minutos,

Charro Arias f8(1), en 1(,(;; aplica este método de myeccion diwecty para
descubrie falsificaciones por nur'mu[ en bebidas alcohdlicas.

3 Por mnqm.umunto mediante destilacién.

_ Bouthiler ¥ Ix'nwruy (87), en 1950, cromatografian ¢l residuo e la Aesti].l'
cion de un brandy y ' 1o encuentran constituido por n- propanol, isobutanol y
coholes amilicos, eluidos en la cola del pica del erann), Frscontimitd npum-
tortas son las sl"lllcntc i cromatégrafo Beckman, modelo GC-2. con detector

() DSiEr. = b o e e IR . = .
(") 1 psig = 1 pounds per sguare inch gauge - any K fem®,
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de hilo caliente a 230 mA; columnas de seis pies, lenadas con flexol plastifi-
cado 8NB, sobre Firebrick; temperatura, 130°C.; fase mdvil, hidréeeno a

20 [‘\I-.; cantidad de muestra inyectada, 0,015 ml; regisirador de 1 mV. Neo

dan la relacion fase cstacionariafsoporte ni tiempo de andlisis,

Bavisotta y Roch (88), en 1959, aplican un a\lcuulmmmn de enriquecimien-
to por ¢ destilacidn de los componentes volatiles al analisis de cervezas, y en-
cuentran acetato de etilo, acetato de amilo, ctanol, d-amilica v alcohol isoami
lico, senalando que algunos ]vicos p.nc(lvn qnu[:u- ocultos debido a la anchura

del o del nol. La determinacién cuantitativa a base de curvas de calibra
s'.i!H), Ic
Las condiciones de trabajo son: cromatéerafo Beckman, modelo GC-2, equipa-

fase estacioparta, glicering al

enando concentracidn con la altura de los picos, son reproducibles.

([(J con detector de hilo caliente a 350

)‘!’) por 100 .\'()]Ol'f.'

rebrick de 30/60 mesh, U. S, en columnac de cobre de

lad

temperatura '};;;" C.; gas portador helio con una f_u'n_',".!.[:n de 15 psig.; cantic

(!t.' muest n' (]L\U]'i[t’f l”\'(.Ll:“l! 0,05 ntl.: :it'm;\n {I(_' .1‘.1.%]i~.ih‘, n-;lu';ll;\ mit-

nutos, nchuyendo el acdo de huckfludling.

C) Con previa eliminacién de agna por deshidratacidn.

Cacace, Ihram y Stein (8g), en 1950, tratan muestras diferentes de cofac
con carbonato nm.l\lu; anhidro, con lo que aparecen dos fases: la superior

y alcohdlica, es x[c antada y mantenida con sulfato ciiprico anhidro durante dos
(”.‘E\ a fin de completar la deshidratacién: 1invectan 0,05 ml de la capa alco
hélica y la encuentran comstitnida por acctaldehido, acerato de ailo, acetal,
metanol, etanol, isobutanol, alcohol isoamilico y sus respeetivos acetatos. Senalan
cs posible la dosificacidn del metane] hasta un o. o; por 100. Las condiclones ex-
perimentales son: cromatdgrafo Carle Erba, maodelo B, equipado can detectores
térmicos; columna mixesa formada por un perro de fralato de didecilo v dos
de ,)(\]it't{](.'ng]icol, ambos <wobre firebrick C-2z de 30/6n mesh.; tem-
eratura 85" C.: gas portador hidrégeno con una presién de eatrads de
r.o0o0 mm. de Hg.; regstrador de 1o mV.

D) Con previa extraccién mediante ¢l azedtropo érer-pentano.

Mecke y de Vries (go) en 1939, estudian los componentes del cofiac. real
/.:Ul(ru L\TrJLUI)ﬂ(\ con LL(\‘ an[‘mo y (llrm)“n('n .(.1\ trazas de etanol por: 51 esi-
vos lavados con agua del extracto; despucs deseean con cloruro cilcico ¥ desti-

lan ¢l
de los que, Inexy alicablemente, los antores no seialan su natraleza. Las condh-
ciones de tr Jmm son: cromatdarafp Perkin-Elmer, modelo 154-B, cquipada con

entano. El residue aparece integrado por mis de 12 componentes

rermistores; temperatura 70" C.; fase cstacionaria pumﬂug.’u.u!. e colimna
{ &

de tres metros; gas portador hidrégeno con un candal de 43 ml ‘mmuto; can

tidad de miuestra o.or ml: tiempo de anshss de treinta o sesenta minbes,

!
No da la sensibilidad del um\[mdu- ni ¢! soporte nerte.
Mecke, Schindler v de Vries (g1). en r1gfo, empleando un procedimiento
“similar al anteriormente deserito, encuentran en ¢l aguardiente : acetato de ertdo

EET
1sopropanol, isobutanol, |mpcnt1no] caprozto de min enantato de culo, capri-

I-Hr\ de metilo (?), canrilato de etilo, canratn de eolo (7), pelargonato de CU]“
ato de etilo, aldehido cindmico v laurato v cinamato de ctilo confundides,

quedando sin identificar otros componentes. Las condicines de  trabajo son:

cap,

i
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columna de dos metros de succinara de polipropilenglicol al 20 por 100, tem-
peratura 184" C. y gas portador hello con un caudal de 60 ml/minuto.

Baraud (g2), en 19f

publica los resultados obtenidos con diversas bebidas

francesas a las que ini..: este procedimiento de extraccién éter-pentano, y o en-

cuentra como componentes {]'(‘(_‘11;'1!.‘.:\: geetona, acctato :h' rls]n, .1(':'1.1], propio-

nato de ettlo, acetatn de 1sobutilo e 1sopentanoles cuando realiza las separaciones

a una temperatura de 8o° C., emoleando vpa columna omxra de dos me

Lrias

de sebacato de polipropilenglicol 2l 30 por 100 y dos metros de carbowax 1.500

presion de entr

al 25 por roo. Como gas portador emplea nitrégeno a una y

de 640 mm. de Hg. y 300 mm. de He. de salida. Ef cromatdgrafo ec un Geiffin
— . 5 L= o = :
y George equipado con detector rérmico.

St la seoaracion la realiza a una temperatura de 210" C., con la nusma base

estactonaria ¢ ligual gas portador all que somete a una presion de entrada de
680 mm. de He. y 270 mm. Hg, de salida, !ngr.\ separar los 1sonentanoles,

1100 (]L‘ etilo,

caproato de L'U|r\, L'il‘:_!!'-l]'lii} de 1'1i5t|_ caprato 1‘(- l'Il]U‘ unaec:

tato de ettlo. No nos explicamos por

laurato de enilo, cinamato de cuilo y mi
J. no se descompone el carbowas

. 5
que la temperaura de 210 .
dos en el cuadro nimero 10, se senala como mnestabls

‘-!11\

{105 11“:'

O

\-‘Igl'ln. ||x\ i;".ll(}\. reus
l‘{ (Jtros m

Hunter, Cole vy Pence (g3), en 1960, emoleando un mgenioso procedimiento

] I;,:}

logran climinar los inconvenientes derivados de la presencia del agua. Estos
de deshidratacion de percloraro magnésico, después de

dutores n‘_:!m'.]“ tana to

una columna de combustion situada detras de la de fraccionamiento. El métoda

\r“n l‘.] ki-|n ein 1|l'.tl]:| piaca |.1 l!['?k'.’-ﬁ!]]'ll.ﬂ'i(’)l\ lli'[ t';’.}'l'lll! cn '.]HJ-.[:R_ i.'-_l'm'. '.11.!-;{0\.

nero podria unlizarse para py de manifiesto o

1)

38 ComMponentes

en 1gho analizan las bebidas ale

Drawert v Kunfer cias separanco

?_'.!.]l'i'i'-' il!'l\ Vv, Postortornmente.

¥ il 1 ain d Sl
os resultantes de su reducaién o de su deshidratacion,

lns aleoheles que las integran en forma de nit

cromatografian los prod
|

1:.'i.'_'c Proce HTHE"‘-HU Iit'=lz- n.[ ill.'n'!-'.“-‘l-;lm' n].r.‘ o ,'\:‘Elnllir conocer a ax‘;\.!cl?(h i

otros componenres.

ctores de ionizacion de Hama

o \l'/'-:.ufrr. e atilizan o

)

Kabot v Ettre (g5) cn 1ghz anlican este mérodo analitic

is:__u' i(!‘.';'_'-'!lg!l (.;f'.'.-f.l. lt:' l:’\ comnonhcntes \‘(1[;11!!(‘\ x]c' j‘l'a

con la venraa de cmplear

. * 1
=\|L‘ a :II\ restantcs ;ns!ll:'-illli':11-.'\: [1;)::'!]1'.'11n1n cnoun tempo proximo a una hora

los sientes componentes .\l"‘-.l::]nE(\‘-'. iu't:l:lh]:-'lli[!f!, ol, acetite

Ctona, m
de eti'o, propionate de metilo, eranol, m'upinulm de enlo, butanol-z (7), tsobu-

usando un

tanol y alcoholes 1soamilicos (2 metil butanol-s y 2 mel but

fractémetro Perkin-Elmer, modclo 154 D; temperatura 527 C.; caudal de gas.
!

de 8o a 100 ml /munuto; columna de dos metros lenada con 38 v 05 por 100

en neso de Hallcomid 18 v wcarbowax Goos  resoectivamenie sobre polve de
teflon
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Pagti EXPERIMENTAL

a4 punto
i

IJ‘/FH.’.{)U y P

Animados por la sencillez de la téenica antertormente descrita, al menos en

lo que sc reficre a su manejo, intentamos, desde los dlumos anos de nuestra
licenciatura en Farmacia, aplicatla al andlsis de bebidas alcohdlicas, con el fin
de resolver los problemas a que dan lugar las frecuentes falsiticaciones v fraudes
\}m‘.kli(-_'nl_'c cromato-

que con cllas se cometen, para lo cual, por carecer del co
gramo, fuimos montando uno con nuestrog l\mplm medios, ya que cont Abamos
con un F]:_m-'-ncifr‘.ucl|'<| J'i:g_{lxtr,-,:lm Lm_\uml_) de la cas ”!1111‘.4[11\ & Braun.

Forvgrafia 1.

gunos deralles del montaje fueron fmblu.ulm ey Medicamenta (gb) y de
este trabajo iL.)rmIi](!nm\ la forogr afia (m.mrm 1), que L,Ullf%},(Jnl{ll a un aspecto
parcial del cromatdgrafo. Con dicho equipo logramos la separacién de algunos

gases permanentes, operando a temperatura ambicnte un]alc.imln columnas
HUNos 1\.\_Hmh

de carbén activo, peto no resulté adecuado para el analsis de
F“\'Pﬂl'iltf(li\' por Nnesotros, a base de los componentes mas frecuentes de los
dientes, por presentarse diferentes dificuleades; de una parte, ¢l mantener la
temperatuira constante + o,r en la columna cromatogrifica y detector, de
otra, que nuestro atenus dor de voltaje, formado por mhu resistencias, aparte de
las resistencias

i1 1‘_"1] ar-

:
No permitic mds que andlisis cualitativos (ya que los valores de
no eran rigurosamente exacros), solo l\n\lb!]:mb.l disminuir la senal del deree-
tor hasta 128 veces, y nl yeduccién no era suficiente para alginos de nues-

tros andlisis, dada la gran desproporcién existente entre los componentes de
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las bebidas (*), que exige poder aplicar atenuacienes mucho mayores para ¢l
etanol si se desea que en ¢l cromatograma, los picus_ Llc_ los componentes minorita-
rios aparezcan con alturas que permitan su identificacion sin lugar a dudas.

Por todo clla nos fue necesario, en primcr Jugar, la construccidn de un bano
termostato de dobles parcdes (fotografia nim. 2), dentro del cual logribamos
mantener constante la temperatura deseada, por cbullicién de liquidos putos o
de mezclas azeotropicas.

Poregrafia 2.

En segundo lugar, la adquisicién del dispositivo clectrénico de la casa Perkin-
Elmer, provisto de atenuador de 1o resistencias, que permite reducr hasta
512 veees y hacer andlisis cuantirativos.

Con este nuevo montaje (forografia mim. 3), fuimos ensayando, con mezclas
testigas a base de los componentes de las bebidas, las diferentes fases liquidas
ciadas en la bibliograffa para la resolucién de mezclas hidroalcohdlicas, emplean-
do como fase mévil nitrdgeno. En rales condiciones, nos encontramos con
una nueva dificultad —por clerto no ctada en la bibliografia— consistente en
que, trabajando con sustancias puras pa. aisladamente, los cromatogramas mos-
traban dos, tres y a veces mis picos de altura destacada, e inclivo dispuestos
a ambos lados de la linea base, lo cual no es l(’)gicn‘ ya que s se teatase de
impurezas los picos resultantes podrian aparccer a diferente lado de la linea base
{véase gas portador), pero con uma altura considerablemente menar a la del pico
principal.

(*) Recuérdese que mientras el acetaldehide u otro componente se encuentra en cantidad
de unos miligramos por litro, el etanol puede alcanzar hasta Soo gramos/litro.
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Después de varios cnsayos, pudimos darnos cuenta de que esta anomalia
i Sy o . . v 5 ! . -
en ocasiones similar 4 upna mvaginacion del pico, era debida a la cantidd de
- e I3 ‘..’. 3 wy 1 ol | I- - 2 . r =, iy
et m)u_mda y podria ser explicada tentendo en cuenta que en las condicio-

n

& (;xpcl'iln('“[ﬂics la conductividad térmica de los vapores cromatografiados era
de un valor similar a la del nitrégeno, por lo cual pequeiios cambios en la pre-

«ién del gas cfluente de Iz columna hacfan variar ¢l valor de las resistencias de-

germinande este hiecho.

Fotografia 3.

a8 B 7 8, o, donde se re-

presentan Jos resultados obtenidos al inyectar cantidades crecientes de nna mus-
0s Jos picosas han sido rcglstmdus hacia (;!

Il fendmeno aparcce caulncmariz;ldo en las figur

ma sustancia. En la hgora g «tod
mismo lado gracias al inversor de pohridnd.

Aclarado este hecho, que nos obliga a emplear un gas portador de mayor
conducrividad, que ademds tieve fa ventaja de dar mayar senaibilidad al mé-
todo, buscamos entre los diferentes gases empleados como fasc moévil una que
revniese tal propiedad. Como ya sc indicéd, los mas adecvados son cl !)i(lré_gftno
v d helio, pero de cllos Wleimo, por su clevado precio, resulta prolnbm_vq,
por lo que. a pesar de los riesgos de inflamactén ¥ (:xl)losi():l que Imc(lcn origl-
narse con el hidrégeno, lo hemos prcfcrido-

En nuestro montzje algunas uniones estaban realizadas con tubo de goma
v podrian ocasionarse fugas: ademds, los filamentos del detector estaban sin
proteceion alguna, debido a lo cual ¢l emplea de hidrégeno resultaba ain n_liﬁ
peligroso; todo ello hizo que deadiéramos fa adquisicién de la unidad bisica
del cromatdgrafo Perkin-Elmer, modelo 116 E.

LFutre ranto, pese a las dificultades scefialadas cuando se emplea nIrogeno
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como gas portador, lo hemos utilizado para enhsayar algunas fases liquidas y
soportes inertes operando con pequenas cantidades de nuestras mezclas  testi-
gos, a fin de evirar las iny

Otra v
de la fase liquida, pata lo cual, aunque en lu‘im‘ipln sea indiferente su eleccion,

aginaclones a que antes hemos aludido.

rable (_-,\;‘nv:-fiiaa'lim, que hemos  scleccionado fue el soporce taerte

pues son inertes (¢l concepto de inertes no es absoluto), al haberlos de diverso

= L.

tamafo de pafticula, caracteristica que juega un papel importane en los pro-

cesos cromatograficos, hemos ensayado dos soportes. de diferente tamaio: cel-
ta 545 ¥ sterchamol 50/70 mesh., ambos de Ja casa Car]l Roth Karlsruhe, ini-
pregnindolos de la misma fase liquida y en igualdad de relacién immlcral fase
Il[(]llhl(ll."’.\‘n}]u'.'tc ¥ _]1['[:),)'.{1'.]:'.'.]() con cllos columnas de dos merros de Jongitud;
de este medo, con la nota

> diferencia del didmetro de sus p;ll'ts’tu]as. nos tue
;.\Usib!c adquirir una idea prdctica acerca de las ventajas ¢ inconvenientes e
tho y otro.

Como cra ldgico, al

utthzar la C(.‘ht;l. debido a4 SU menor LG A subst-

ghientemente a sumayor superficic activa, obtuvimos un poder sepatacdor mis
1
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grande gue con ¢l stecchanol (la clicacta de estas columnas se calculd por la
[owmm N =16(x/y)?, v se tomé como referencia ¢l propanol, obtenter

do vala
res Casl I.Jll)]l\ al u‘mH'L‘lr' la celita); sin Ltllf)il"ll ¢sto no fue suficiente para
L‘] HL‘H.}LZ:U
\'[)1 151' {-(\1).1L1()\ MUCrioss, pul ln L]nv a pesar

descarvar al sterchamol, dado que con €l resulta mds ficll de lograr

aniforme de la columna, sin cre
del menor nidimero de platos tedricos alcanz ado, para igual !““,‘-’_Itml de columna,
lo hemos cicgido como material inerte en nuestros trabajos.

5 \11|.L'I'l_'|11'.‘\' f.‘!gft\:
liequtdas de que ‘]i"]“"‘fum“’-“i silicona, AK-350; sebacato de dioctilo;  fralaro
de dioctilo:  cricresil fosfato; cv]iccr{ﬂ: polietilenglicol g00 vy

Una vez seleccionado ¢l soporte fios dedicamos 2 ensayar las

| &4 _’IJ\T :!R]‘ como

raniclo a la

carbowas 1.340 |mhLU|cn”[1uﬂ 1.540); arasa de stlicona P.

conclusion de que R At

las no ]_\U].}H_.\ (\'a:;l.s'[-: cnadro niimero 10}, no d
}\r]l‘ 11))-'0&'L'113[1 directa de [.is l;d)i.ils -ﬁxwuhz'\]i-\'.u., l_l!.:nulr: N

lmida al -wlmu\m impide la iden-

en Ja cromatografi:

emplean d

crores térmicos, pues el agua, ¢

whicacion de alounos componentes minoritarios; con otras fases lu]ul]n de las

le tricresilo; etcl), el agua es resucha casi mmediatamente des-

('l-['ilff:\.\‘ l/{ UQIL-'J'J\ {

pués del eranol, lo que rambién impide la wdentificacion de otros componentes.
De todas ellas, las mds mteresantes son los policulenglicoles, va que presentan
ndos la

la proviedad de retener el agua el tempo suficiente para que sean

m.’n'(sl'f.'. de los componcentes mlnurl't'.u'ltw' _\it'n.']n temperatura de 1".:1;.‘!!_(}, N

este caso, la que determina la eleccidn entre los diferentes polietilenglicoles..

Nosotros hemos empleado en el desacrollo de este estudio el carbowax r.520, que

por ser mis termoestable que fos polictifenglicales 400 v 1.500 (cuadro nimero 10},

la ventaja de una mavor duracion de la ch

Otra ¢

ponderal entre fase lquida/soporte, pucsta que no son deseables n1 un defecto
! o 1

acia de la columna.

ofrece

'IIH\'T.JHL'IE'I f:bi‘_'lu (Ii_‘ CISavo E.Il-,- L'| l\!_.l])}L\llﬂl(HT’j ;].- L. relacion

dL. A\qﬂ ]I\t L]I!r ‘\Il) [I]u |n<[-\ con Ln] as ]n)[ sSer nayores f;a\ nieracciones snporice-

soluto. ni un exceso de la misma, que aumenta considerablemente ¢l volumen de
retencion, con lo que se originan ));'-z'AHJ.w en la resolucién cromarogralwa, Tras
nuestros (_'\‘i‘-!-"‘;”_\ con ].]_\' !Hl_’?_{'].]\' |('R{ig4)<. h(f!'nu.\- &'[11'1)[\1_I"1r10 |.‘ |l'|.l\ lu‘;l -’3'7;
learhawax : soporte) como 11 mds adecnada.

La preparacion de la mezcla la realizamos de la manera signiente: en primet

hugar, se somete el sterchamol a un proceso de purificacion que constste oo U
livado con dcido clorhidrico: nna eliminacion de las partfculas mas pequenas
por un método semejante al de James v Martin (76}, basado cn Ia diterente
idad de sedimentacidn; y una postertor desecacién a zoo® C. durante
varias horas (mejor toda una noche), al abjeto de eliminar Jas materias voldules
que puedan existir, Despuds se deja enfrar en de secador a la temperatura ani-

biente,

\'L‘!I){'

ara con la cantidad adecnada de carbowax una so-

Por otra parte, sc pr
lucidn al s & 10 por 100 en alcohol de 95°. siendo aconsejable calentar en banc

(") \|51-\L hamos la oc:

isi6n para apradecer a lus casas Industrias Quimicas de Lucha
na, S. A: Destilerias Adridn Klein, S. A, vy Campi & Jove,

habernos  saministrado

muestras de los productos que ellas elaboran
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Marfa para favorecer la disoluciéon (*). Una vez conseginda dicha disolucion,

le adiciona el sterchamol por pequefias porciones para lograr que sea bien
(‘l\]].‘;\}.\'.ido de aquélla; anadida su toralidad, Ia mezcla se calienta en bana Ma
ria, a fin de eliminar el alcohol del agua, agitando contnuamente con una varilla
de vidrio para mantener una impregnacion uniforme. La evaporacidn puede
realizarse con gran ventaja valiéndose de un «rotavapors de la casa Buchi, que
lmm'tc' la agitacién continua y evita el peligro de una fragmentacién por el

iento de la varilla. Dicha fragmentacién ocasionaria pur]trln« en el poder
separador de la columna, coma consecuencia de la falta de humuunrm(ful Y
el tamano de las partfculas.

1S pOr Nosetros en esta primera etapa del trabajo estaban

Las columnas uriliz

.-rm'*inl'uln por tubo de cobre de o4 cm. de diametro interlor v dos metros

! la, se hizo auxilif
: longitud. El llenado, con la mezcla anteriormente preparada, se hizo auxilidn-
lhrnm de una continua vibracién mecénica para evitar «espaclos muertosy que

entorpecerian las separaciones por actuar de cimaras de difusion,
En los extremos (I( las columnas, una vez lenadas, se colocan pequenos rollos
de tela metdlica de cobre, a fin de que no sc i)lO(llllCJﬂ dc'-p]nm.nwnrm de
las particulas en el inrerior.
Antes de la puesta en uso de las columnas, y a
mantienen (h.r.mtc cuatro horas en estuifa a 170° C. (temperatura [\ruvm ala
maximr que pueden soportar &in destruirse). a la vez que se hace pasar nitrogeno

obiero de estabilizarlas, se

por ellas,

Recibido ¢l fractémeteo Perkin-Elmer, modelo 116, que  posibilitarfa el
emplea de hidrégenn como gas portador se instalé un dispositivo metdlico (h-
gura 10y a la entrada del gas en ¢l fractémetro, que permite, tanto la climinacién
del aire que exista en el circnito cromartogrifica (a cuyo fin e ntiliza ¢l arras-
tre por mitrdeene’, como la pnri{icac'u'm del hidréaenc (para lo que se utihiza
nn ramiz moleenlay de 5 A de Ja casa Mesck, coloc ado en tbo en «Uy del dis-
!uosfrivuj.

A T salida del fractémerro se dispuso un tubo de cobre para cenducir <] hi-
deégeno, cfluente del aperaro, fueri del local de trabajo; también se colocé
entre el cromatégrafo y dicho tuba una vasija (figura 11), que impide se con-
densen los vapores de las sustancias cromatografiadas en el interior del tubeo,
puds, «ain pudimos cnmpmh;n‘, tales condensaciones daban lugar a Huctnaciones
de la linea base en ¢l aparato de registro,

Algunas caracteristicas del cromatdgrafo  Perkin-Elmer 1165 son . regnla-

der de la prcsir’m de enrrada del gas portador desde o a 2.5 kg em™; indica-
dor de candal; dispositivo regutable de calentamiento de los filamentos del de-
tector, que permite amperajes desde 100 2 230 mA.; I remperatura de Ja
columna v del devector 1)11((10 mantenerse constante entre el ambiente y 2507 C.
por un dnpuumo de nire caliente termostatizado electrénicamente: el ])](ull)(
de inyeecidn puede ser calentado hasta 350° C. para conseguir una vaporiza-
cton instantdnea de las muestras (la temperatura aleanzada en dicho bloque se

(") En acion de otras fases hemos empleado solventes

¢ter, etc., pero enj este caso st urilizé alcohol, dado el marcado car

dcter hidréfile del palic

tilenglicol.
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conoce mediante un grifico que acompana zl aparato, en funcion de la tempe-
varura de |a escufa).

La temperatura que hemos clegido para nuestras separaciones se obtuvo ex-
perimentalmente, modificindola hasta Jograr establecer la mds adecuada. Como
punto de [mrti(h se ensayaron aquellas temperaturas comprendidas entre 50 Y
roo” C. que mis frecucntemente se venfan utilizando en el andlisis de este _li[)o.
manteniendo, claro estd, todas las demas variables fifas, al ubjeto de norar su

Figs. 10 ¢ 11,

influencia en [a resolucidn de una misma mezch resugo. En este caso pudiaios
comprobar que eon  remperaturas bajas se lograban mejorar las separaciones
entre los componenres voldtiles y entre aquellos de ticmpeo de rerencion proximo,
st bien los de punto de cbullicion alte no cran bicn resuelros; ademas, estas
temperaturas, relaavamente bajas pata el upo de problema, anmentaban el oem-

po de rerencién de todos los componenres, lo cual Jwce que los picns se ensanchen
considerablemente, ¢fecto perjudicial a se quicre obtener una MAayor respuesta
con igual cantidad de soluro.

Las figuras 12, 13y 14, correspondieates a los cromatogramas obt nidos al
operar con la misma mezela r_cstig_o, a 30, Ko v g3’ 2l 1-@»;[):1'1i\meanc, son
prucba de lo mdicado.

De los cromatagramas t'(‘llll"L"\'C!)Lm]()i i_muu!c deducirse que, para la wpnrachjn

de los componentes de csa mezcla testigo, la temperatura mas adecuada serfa

la de 8 C., pera dado que ias Frnhlcm;rs a resolver tienen componentes mino-
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ritarios pum.mol isobutanol, etc.) de tiempo de retencién muche mas alto.
los l-"w‘ que mmm.nmn serian poco ¢ destac nlu_\- ¢ inapreciables a veces, por Io
que resulta mas conveniente sacrificar, en parte, la buena resolucidn de los
}.nm(m« componentes y operar a 95’ C., con lo cual la elucidn de aquellos se-
fa mewrada, ¢ incluso el tiempo de andhsis queda

ducido a unos treinta
MINULOS.

Otro tactor de gran interés para conseguir una ('ninm:\! resolucidn, con una
misma columna, temperatura, ctc., es ¢l c'm:!tl de gas portador, pues, como se-
nala Dal Nogare (97). se pucden obrener diferente mimero de platos tedricos,
mantenicndo Jas restantes condiciones constantes, con la simple moditicacion
del caudal. Por esta razodn, es de sumo interés determinar, experimentalmente,
el muds adecuado; su eleccidn se consigue variando de manera i;!.l(hi:l] la pre
si6n de entrada del gas portador hasta ]un:.u ¢l candal mids conveniente,

La presion a que hemos realizado las determinaciones, en esta primera ctapa
de tr.ab‘un fue de 0.5 kg, em™, con la que obtentamos un cavdal de hl:h:mm..
de 9o ml.-/minuto, medido 4 te mperatura ambiente (18 C.). Con presiones mas
clevadas y subsiguientemente mayores caudales, la resolucion se vefa afecrada por
presentarse algunos picos superpnestos; al disminuirla, ¢l caudal decrece y la

duracién del andlisis se incremenra conssiderablemente par alargarse el tiempo
de rexencién de cada componente, sezin la relacion Tr=Vr/C, donde Vr es
¢l volumen de retencién que, como ya mdicibamos, ¢« constante para una
temperatura y columna; Tr. ¢l [iunpu de rerencion, y O el caudal. Ademas
los componentes de clevado punio de ebullicion no eran bien resueltos, dilicnl-
tancdose no sélo sn l\mlbl( determinacién  cuanrigativa, sino también sy identd
ficacién,

Este efecto, similar al originado por una diferente temperaturn experimental,
no debe olvidarse que procede de distinta cansa.

La cantidad de muestra a inyectar fue establecida tras cnsayos hasea hallar
la mids adecuada para la sensibilidad de nuesero detector y sistema de registro,
encontrando  coma aconsejable, en nuestras condiciones de trabajo vy para la
sensibilidad 1, no inyectar muestras superiores a 0,005 ml. porgue con mayor
cantidad se ve afecrada Ja linca base. asi como la resolucién.

Para la inyeccidn hemos utilizada upa jerings Flamilton de 005 ml de capa-
adad dividida en a.001 ml.

En la f.il;:ur.') 15. que cortesponde al cromatograma de un aguardiente de orn-

jo. pueden observarse los diferentes picos obremidos en estas condictones  tras
!

2 nyeccidn direcra de [a bebida,
Como consecuencia de todos los ensayas antesiores, las condiciones de trabajo

aron establecidas coma uigne:
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Perkin-Elmer, modelo 116 E
200 X D4 cm

Stercham

peratura  columna

4 lilamentes; 230 mA.
Hartmann & Braun, 1 mV, uLinecompn.

I Cm./minuko

o005 ml

Cantdad
Hl”‘i'“-' 1ny
Tiempo analisis

r50 C.

Aproxunadame J0  munutos,

Frabajos con columna de dos metros

Operanda con las condiciones sensladas, hemos procedido a cromatogratiar
las diferentes muestras de bebidas espiritnosas, comenzando por log aguardientes
de orujo gue. debido a su composicién compleja, presentan cromatogramas mas
complicados.

Los remlrados grificos obrenidos (fignm 15}, fucron muy stmilares a los
fe Carroll v O'Brien (83). lo que nos hizo pensar habiamos logradn  buenas
eparaciones v que los componentes de fas bebidas cspanolas serfan los nismos
que cllos mdicaban, <alvada la excepeidn del formaldehido, cuyo pico no heios
abservado.

_Sin embargo, para mayor garantfa, !.»rcfcrm_m_\ probar por
mientos st los picos correspondian a los componentes que
dicaban, va que sus resultados no comciden con los de otros
Con esta thalidad, e todos los casos se procedié a determinar ¢l tiempo de
rerencién de la sustanca sospechada v comprobar si coincidia con ¢l pico

diferentes proceds-
dichos auntores in-
investigadoees {y5)-

'\Illf]i:!r.!().

De esta manera pudimos conclor que ¢ primer componente Cm'l'('\'])(m(“ﬂ
il aceraldehido, pues su tiempo de recencion era igual al que presentaba esta
custancia aislada;  ademds, siose afadia 1ma pequefia cantidad  al zlgl!:]fl!i('l)fﬁ.
licho pico s¢ verfa aumentado. .

También climnando el acetaldehido del aguardiente, mediante  clorhidrato
de 2-4 dinitrofenilbidracina, por farmucion a o® C. de la dinitrofenil-hidrazona
orrespondiente (68), en ¢l cromatograma desaparecia este componente,

Por tiltimo se hizo la reaccidn cromiitica de Sénchez (gg). medumre la solu-
cldn ‘;_'>51|\n'!'.u'iu-xtir!‘u}arﬁiicn, con la gue obtuvimos un color azul de indign. Lsta
reaccion ha sido senalada por su autor como caru terfstica de los aldehidos exfli-
co, propilico y alilico, lchm. tenictido en enenta que pectenecen a Ja misma
seric: homéloga, sus tiempos de retencién son mncho mis elevados, por lo que
widimos conchuir que ¢l componente estudiade era ¢l acetaldehido,

El segunda componente representado en ¢l cromatograma corresponderia, por
a i87). al formiato (fe etilo:

._-.mJ}nU'uci('xn a los resultados de Carroll v O Bries
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es, para myor certeza s¢ cromarografié dicha

aunque. como en los casos anteric _
sustancia atsladazmente v en mezcla con ¢l aguardiente, con lo cual pudo obser
varse que podia l'(\LT(I\E?:.Hl(]l'E a dichy sustancia, . A

Kubor y Ltre (g5), no han encontrado, mc.'d).-um: la (_'l'l)']1'!.lfﬁ();:l'§!fl)Ll de gases
tal componente y i acetona, por lo que Atﬁmblé_n se ]\roculm @ r<.'_:sh;:::_|1' alguna
prucbas encaminadas a ponerla de manificstn, l{fms HUeVAS experienclas permi
ticron comprobar que al adicionarla al aguardiente se icrementaba el pice
vbjeta de estudin y, por tanto, cabia sospechar que se L'l".\t.‘lb.'l de .’iccl‘tn.\:\ v nu
del formiato, pucsto que ambas presentaban ¢l mismo tempo de E'(.?lchl(l)I\.

Para .')\’L'!';_‘.__’,U.H‘ de cudl de las dos componentes se trataba, o s1 estaban los
dos preseutes, se realizaron las prucbas siguientes: una parte :11i'c‘nurn se. sapa-
nificé con potasa a reflujo v el liqudo resultante se cromarografid, .ub\'ur\-':mdn-
se que este segundo pico desaparecfa del cromarograma, lo cnal hizo suponer
que era una sustancia con grupo funcional ester. _

Por arra parte, una porcidn alicuota del liquido de saponificacién fue evapo
rada a sequedad y en ¢l residuo se realizé la reaccidn cromdcica de Sancher
para el dcido férmico (100), que consiste en ahadic resorcina y unas gotas de
sulfirico, con lo que aparecid una colaracion  rojo escarlata, caracreristica \
cipcciﬁcn del mismao. Esta reaceidn y las prucbas anteriores dieron como con
clusisn que en el aguardiente estudiado existia formiato de etilo,

También realizamos algnnas pruebas para poner de manificsto fa 2cetona
(¢aso de que existiese); los resultados fueron negativos cnando  aplicamos Ia
reaccidn de Legal (35). encantrando en cambio positiva la reaccion de Deni-
gés (57). Tal discrepancta podria explicarse teniends en cuenta la diferente sen-
sibilidad sehalada para estas reacciones (1o1).,

Ademas se recurrid a la caracterizacién medionte Ja obrencidn de la 2-4 dint

tmﬂ'n_ﬂh_i(lrﬂzonn correspondhiente, para lo cual 2 un concentrado de aguardiente
obtenido por desulacion se afiadid un exceso de solucidn  de orhidrata de
2-4 fenilhidracina y se dejé veinticuatro horas a o C. (08). La 2-4 dinitrafenil
l:!f]mzom consegnida s¢ presentaba al microscopio en forma de ._,(_»qlm-_,‘,;,g agujis.
mientras 1:1_ 2-4 dinitrofenilhidrazona obterida de li acetona ;1}.).’1rvcc en forma
de agnjas ligeramente s largas.
: Determinando ¢l punto de fusisn, anxilidndonos de un microscopic de pla
tina calentable, se encontrd, para la dinitcofenilhidrazona que procediz d¢l aguar-
dienee, un valor de 140" C., snpcrior al que carresponde a la del derivado ;lc |s
acctona, que ¢s 126" C., o cual excluye la posibilidad de que se halle ésta pre-
sente.

[a discrepancia del valor obtenido para el dertvado del acetaldehido que s
SNCRCNtra en ¢ diente (140" : XOCTINE

encuentra en ¢l agun{dun[c_(_x.;o C. como valor experimental y 1689 C. de valor
teorico) (&), se explica tentendo en cuenta que dicha derivado presenta a veces
distintos valores (102).

No satstechos todavia con el resuleado de cstil

; 3 diseriminacion, < peobo de
confirmar por cromazogralia de

le el {ad gases st ose trataba de acctona ¢ de formiate
de enlo, pero da - la separacion ¢

s pero dado que la separacién en nna coliming e naturaleza polar, come
la que venfamos utilizando, no se lagraba;

; . _ 2; procedimos g emplear una columns
de fase estactonaria no polar (acate de silic

ona al 3o por 100 sobre sterchamo!
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de 50/70 mesh.), ya que por sus diferentes puntos de ebullictén \.‘,q el ftorpuaro
de etilo y 56 2 acetona), podrian ser separados.

O]) \;-:mdo Ccoiy vsla f:h'c ]'Ib(llli(i.'!, ['(.‘\'I.IEI'[‘J H\] ](:gg‘.".[!']n en una ]nt__'y‘_(_]_'g l)in;u-i;;
a temperatura baja (40° C.). pero al proceder de igual manera con una bebida
alcohdlica, ¢ enorme Pico del agua, elmda al principio, ocultaba 2 estos com
penentes, por lo que dectddimos untilizar una columna mixta formada por un
merro de accite de silicona al 30 por 100 y cuatro merros de polietilengli-
col 1.540 al 25 por 100, ambos sobre sterchamol de 50/70 mcs!x, y operar a
temperatura relativamente baja (50° C) con lo que se consiguia climinar ¢l
inconveniente antes schalado, pues de vun lade se nene la ventaja del aceite de
silicona de separar ambos componentes y, e orro, clnr ¢l agua al final el
cromatograrna, como ocurre cuando se opera con la columna de carbowax sola
Hiente, e csta- mdnera henios podido comprobar que el componente era el for
r_nin[r) de etilo. E
sata todas las caracrerfsticas del acetato de ettlo: g

El tercer pico pre
tempo de retenctén coineide al cromarogratiarle aisladamente o en mezcla con
¢ a::;unulicntc: sin embargo, tras una hidedlisis, bajo reflujo, con exceso de
dleali, este componente no desaparece completamente del cromatograma, lo que
hace sospechar que el pico esté integrado por dos sustancias de igual tiempo de
cetencion. Una, hidrohizable con los dlealis, ¢ acetaro de etilo y. otra, proba
blemente, el acetal, va que dada su gran estabilidad en medio alealino perma
neceria después de saponificar. Precisamente Ribéreau Gayon y Peynaud (103)
aprovechando esta propim!;\d, ban efecruade Ja invcsrigncién quimica de st
camponente en los agmardientes, encontrando  cifras que oscilan desde 24 =
118 myg. /litro,

El cuarto camponente representada en los cromatogramas  corresponde  al
meranol, v su comprobacién se¢ hizo por ¢l ticm;m de retencidn y el mérado de
sobrecarga, como en casos anteriores, y quimicamente, por rtransformacién cn
formaldehido y posterior identificacién del mismo por la técnica de Deniges {24
o la de Boos (2q). i

El quinto pico corresponde 2l etanol, y su adendficacion no deja lugar
dudas dada su cuantfa; ne obstante, sc determing el tiecmpo de retencidn de
eranol pure v se comprobd la exacta coincidencia.

En algunas bebidas, concretamente en todos Jos aguardientes de ornjo, w

cnconird u componente casi en fa cola del pico del ctanol, con un ti(_'mpn
de’ retencinn, para estas condiciones experimentales, de 8,9 minures (véase ol
cromatograma de la figura 155, que st bien en ocasiones lo han encontrade
F_--?H'nl! y O'Bricn (83), su naturaleza no fue senalada, por lo que su identifica
clon tiene pran valor.
I)lrhc’) tomponente persiste después de la saponificacion, por lo que supusimos
tratarta de algin alcohnl, y para su identificacidn aplicamos ¢l mérodo de lax
R ""“““f"f—'.-1"- a anyo obpero se procedid en primer luzar 2 determinar Lo
relacidn existente entre ¢ : it

s

munero de dromos de carbono de los términos de los

alcahnles primari R : e
holes primarios, y el logarirmo de su tiempu de retencién, encontrando g

¢! comparne mcéon o -7 3 ? ¥
Mpanente ancognita na pertencefa a esta seric. Semidamente se cromata

arafizroy oy primeros términos

de los aleosholes seenndarios. hallando para ¢l
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butanol-2 un .!_i-.'m-lm de retencién coincidente con el del componente que queria
mos identificar. Efectivamente, al snadir ¢l agvardiente de orujo una pequefia can
vidad de este aleohol. s¢ noraba ficilmente ¢l aumento en altura de este pico

Como (_'wnjllcmu'm,o, rambién se hizo la reaccion de (fl):l.ncr] (104), con deido
dimiento que emplea el reactivo de Deniges para detectar la
acetona obtenida por la oxidacién de los alcoholes secundarios, lo que nos per
manifiesto la funcidn alcohol secundario, v ello unido a las

permitio  asegurar la naturaleza de! componente  csto-

nitrico v ¢l proce

miti/) ]mtl:‘l' kli'
anteriores  conclustones
‘“.’H!().

El ];im minwero Steto, Prosente ol Casi rodos oy cromatogramas, tras pruge
has sinilares o las veahzadas con los otros componentes, fue Ficil comprobar g

« teatabi del “'l”"l”’-‘“l'

La confirmacidn quimica, aparte de Jas difienltades que encierra, no se con
aderé necesaria, dado gque o medida que los tiempos de retencion se elevan,
su (-spuciﬁcidud es mayor, por scr la remper tury de trabajo mas adecuada para
la \'(-Paracién de estos componentcs.

El pico ntmero ocho, extraordinariamente ensanchado, tampaco depd lugar
4 dudas acerea de su naturaleza, identhicindose como agoa,

1:] pim namero NUeve, que, pese a tener un tiempo de retencton casi doble
al deb agua, aparece situado en la cola del pico asimétrico de la misma, es nds
Lien unt inflexsién, y se corresponde por su tiempo de retencién con los aleo
lioles amilicas (2-meti] butanol-1 y 3-metil butanol-1).

Coma tesultido de esta [\rimcr;l fase cxperimental, llc_'._(.lmu_\ q Ja concly
w6n de que se encuentran como componentes normales en los aguardientes de

arnjo ;- acetaldehudo, formiare de etilo, acetato de etilo y acetal confundidos, me

vannl, etanol, see-buranol, n-propanol, agua y alcoholes amilicos; lo cual esta
cast de acnerdo con las conclusiones de Carroll y O'Brien (83), en lo que o
cotncidimos con dichos autores es en la presencia del formaldehido, pues no o
hemos encontrado, ni por cromatograffa de gases, pese a operar con un regis-
2 . b : E # =

rrador mids seasible que el utilizado por ellos, ni mediante L reacaién de) dado
s (L= R 5 \ - F . 5

cromotrdpico (reaccion de alta sensibilidad) (33). Otra diferencia se rehere al
sec-butanol (butanol-z), que si bien en alguno de los cromatogramas de los cita-

dog antoeres aparece su pico no lo han identificado, cosa que nosotros hemos
logrado por cromatografia de gases y por prucbas quimicas.

A posar de rener todos estos componentes indentificados. al cromarograltar un
agnardiente {mucstra. nimero 13), que nos habfan enviado para il'\{'«s!igﬁr Ia
presencia del metanol, obtuvimos un cromatograma representado en I figu-
ra 16, En & puede notarse la ausenciq de este alcohol v la aparicidn de otro

componente, cast superpuesto al etanol, hasta ahora o encontrado. Posterior-

mente, cromatograbando diferentes sustancias puras, 1‘1](““1(1\ «m]lc(har ¢ tra
taha de alcohol 1sopropilico (propanol-2), dado que su ttempo de retencidn coin

citde con ¢l de aquél. También, aplicando los midrodos quimicos wsuales para
Y A ey - 5 33 ¥

la investgacion de este alcohol en las bebidas espiritnosas, pudimos comprobar
que se trataba de la sustancia a que hemos hecho relerencia.

La determinacion quimica que hemos empleado foe la de oxidacién previa
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4 acetona por mediacton del seido crémico ¥ posterior - caractenizacton de la
misma con ¢l nitroprusiato sodico (reaceton de Legali (55).

El 1::-.;!)11-11).1 que !slauur;\ ¢l hecho a que acabanios de rctc_‘rlmm es de suina
importancia, ya que ¢l isopropitiol [1()[’!)1.1[“1L‘”FL‘ no se determing, y puede Jarsc
el caso de que aguardientes artificiales conteniéndolos fuesen dados como aptos
para ¢l consumo, por la sola comprobacion de la ansencia de metanol, siendo en
realidad (lc'bi(];l.\ de elevadn L()){i('i(l:ul (\'L“I%\'(‘ la l'oxi(i(l:id Cun‘lp;lr;l(ln de los al

cohales, cuadro nimero a).

Irabajos con colwrmna de cuatro metros:

l‘dl'ﬂ !L))_"[';li' una .\t_‘")il[‘l{(.'i(;ﬂ n)i‘i\' L'].'U'il cntre (.'} i:&opl'()p;mol y (:} ljl.‘i“()], (!CCI(!I

s operar cot una columna de cnatro  metros, llenada con la misma Ffase
estacionaria que veniamos urihzando ANTEIOrMENEC,

Las restanres condiciones cxl)-_‘.l'imrntﬂ]cs no fucron mudiﬁcu_(ln.\, Sse exeep
wan la preson det gas portador, que se elevs hasta o9 kg./cm? y la vl cidad
del papel registro que se redujo desde 600 a 240 mm fhora (que s¢ corres
ponde con o4 cm./minuto) Con esrag condiciones ¢ meranol, 1sopropanal v

Qo
4
/7
7
7’
/
7
7
’
1% ,,‘
’
’
7/
/ 1
/
’ |
/ |
H
Jat

OALCOMDLES PHIMARTS
® ALLOHOLES SECUNDARNES

. == i
bl 1 ] s
YUMERD DE ATGMOS OF  CARBOND

Fig. 17.
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¢tanol presentaban un tiempo de retencidn agusl o7, 110 v P17, respecti-
vamette:-

las nuevas condiciones las dife
tepropanol y ¢l agua, aparecié en cast todos los Cromatogramas un Nuevo cont

NOs reservd unr -.igr.'ld.'ll)ig sorpresa, f\‘.lc.\'tn l]ll(_' al i.‘l't:1!!.11.'!1.5{[".1{&‘)1' h
rentes bebidas, entre ¢l pico correspondiente il

ponente {figura 20}, que anterformenre no cra Visto por sct aculrado por c!

gran l\l((a ({& agua; con tal I)l(l'[i\'(n ln‘u('('dir)l()_\ a s l(!c.l[lf'lc 1C10n ("] Para cllo.
L.mndu en cuenta los antecedentes bibliogrdticos sobre Ia wmpmlunu de lac
bebidas  alcohdlicas, \‘()\'])L‘E‘h')lﬂt']\ que pmlﬂ tratarse del n-butanol o del 1o
butano] (metil-z pm'rmo! 1], V. como en ofros Cisns, se ploccdln a su dentifi
cacion por ¢l ya referido método de Jas series lw])ln](lgﬂs. cuyos resultados
estin representados en la figura 17.

También determinamos, con las nuevas condiciones experimentales, los vem
pos de retencion de estos dos alcoholes aisladamente y ¢n mezcla con rodos Jos
componentes hasta ahora identificados, excepto el agua. El resultado  obrenido
puede verse en la figura 18, que umuv(md( al cromatograma de esta muestra
(‘.()nl!’!cil(,

Con nles ensayos pudimos comprobar que ¢l nueve componente era ¢l
aleohol 1sobutifico.

Fstas experiencias  rambién pu'mil_icruu presumir que el n-buranol puede
quedar ocultado por ¢l agua, como consecuencia de su tiempo de retencidn
superior al de ésta. Dicho aleohol qm' Webb, Kepner ¢ lkeda {105) hallan por
plmuhmnn.m quimicos en proporcién del 1, por 100 en un fusel de vino.
pensamos ponerlo de manifiesto climmando el agua. Para lo cual aprovechand:
la p.nplcdful del etanol y demids alcoholes de no ser solubles en soluciones
acuosas saturadds de sales potisicas (carbonato potdsico, fluorure potisico, ct-
cétera) (106), al agitar una bebida con exceso de una de estas sales (en nuestro
caso lo hemos hecho con carbonata ixoté;icc:) se obtienen dos capas: una mferior
acuosa, y otra superior alcohdlica, en la que se hallan representados, al menos
cualitativamente, todos los alcalioles que componen la bebida, e incluso parte
de los otros componentes minoritarios.

Cromatografiando la dltima ¢ capa, hemos lograda cromatogramas similares «
los rcprckcnt.’ld('u\' en la figura 1. co los que, en ningiin casn, hemos encontrada
el pieo del n-buranol, lo que nos permite conchiir que no ¢s componente hormal
de Ias bebidas espintuasis,

Este procullmlt.nt.) de (tun].ltogr;lﬁ;u' las bebidas previamente  deshidraradas
ofrece, ademds, Ta venuya de poner claramente de manifiesto Ja prcscnci;} de
los alcoholes amilicos, que en los cromatogramas  obtenidos con Ja cohumna

. Tiera n los crom orart

(") Lus nugseros, en o CEOMAtOgramas que Siguen  cocres; sonden o lay stmnentes  sus
PEnCIas : I

1 /\u-m.]-\wlwln. 6. Butanol-z (sec-butanold.

2. Formiata de etilo. <. Prapanol-1

3. Acetaro de enlo v aceral S, lsobutanol.

4. Metanol. 0. Butanol-1.

= T | i

5. Franal. ta fsaamilicos
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th,

»128
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dle cuatro metros son cast por completo oculrados por ¢l agua, asi como de mejo-
rar la identificacidn de los otros alcoholes superiores por haberse enriquecido
la solucién. Compirense los cromatogramas de las figuras 20 y 19, correspon-
dientes a la muestra mimero 1o, antes v después de deshidratarla-

Orro fendmeno que se observd aplicar este método de deshidracacion par-
cal, fue el cambio del ticmpo de retencién para ¢l pico del agua, asl como su
cxagerado  achatamiento. Fste hecho, citado por Smith (107), osta relacionado
con ¢l contenido del agua, y se manificsea por un antento de tiempo de reten-
cibn a medida que decrece el porcentaje de ésta- Es de seqalar que en su trabajo
upera con f[talato de dioctilo sobre cefica, lo que nos hace suponer que el fend-
meno sea debido al emplear sopories POrasos.

Los restantes componentes apirecen con igual tempo de retencion calenlado
Al eromatografiarlos aislados o en mezcla.

Determimaciones cuantitativas

Tlenminada  esta parte de sdenuficacidn nos dedicamos a realizar algunas
£

Jdererminaciones enantitativas de inrerds, v como quicra que en los aguardientes
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de orjo, a juzgar por la altwra de los picos del metaval, o proporcién seris
clevada, procedimaos a dositicarlo.

Con este proposito preparamos tna  excala creciente de metano} en eta
nol, ambos de i1 casa Merck (o5, 10, 1,5 por 1.000 en volumen a 13" C.
FI preparar los testigos a esta temperatura tiene la ventaja de que permite ex
presar los resultados en peso fvolnmen, sin mds (que multiplicar por i;i_(]cu'«'i(lzu!
del metanol anhidro a esta temperatura=-a 0.7059) que cromatografiades o
nuestras condiciones experimentides nos resultaron los CrOMALOZranlas represent:
dos en las fignras 210 22 y 23, con los cuales l_mdimm construir la curva (e
calibracion (figura 24)), que pcrmitc determinar ¢l contenido en metanol e
una bebida, con la sola medida de Ia aliura del pico correspondiente, siempre
que rodas las condiciones cxpcrimun[;l]cx sean las mismas:

Para concentraciones superiores de metanol no incluldas en 2 citada grifica
25 DUCESATio cmp](:ar menor sensibilidad de registro y construy curvas de cah
bracién con nuevas series de restigos.

ALTURA EN m.m

RESPUESTA DEL DETECYON

SENSIBNLIDAD = 1

METANGL %% EN vOLUPEN

Fig. 24,

Este método cuanticative ¢y de gran udlidad para andlisis de rutina, v dads
Ins  tmamerosos problemas yue hemos remido  ocasidn de resolver, no sélo 1
destilados alcohdhiens, sino tambicn en bebidas complejas: licores, cremas, ete

e anclusa en sangre, prina, escabeche, etee, lo hemes preferida.

Al cromarografiar estos liquidas ricos ¢n materiy organica, s aconsejable

colocar en Ja pequena cimara del blogue de in}-‘uccién, un apelotonamiento

alambre de acero, que retiene las particulas no voladlizables ¢ impidc ‘e ensucie

v ! - HiE 1 o - 3
el circuico cromatografico. Dichu (llcgmxmu es conveniente cambiarlo al teans
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arrie un determinado ndmero de inyecciones para evitar los resultados ano
males originados por los productos de la pirolisis de tales sustancias organicas

C()n\lL“L’ \l’lll]k‘l i{' manera (\])[{ll] llh_ [)l'\' a Encr ]Al\ CUrvas (1(' (.-ﬂ]]
hracton pata unas condiciones l'\})kl]ll!LH{ ales determinadas, es aconsejable repe
rirlas cada dia, o, al menos, comprobar con un p: atrén su vigar,

Los valores eucontrados en los aguardientes :!v orijo genunos, supetin, ¢n lai
.Ihl)OlM de los casos, al 3 por r.000 en volumen, ¢ inn, uso alcanzan afras de
umu;mm])lnu al cromatograma de la muestra

hicrvas. u toda wvista fraudulentos

por 1.000 (véase la J!onw ;
anmero g). En :dmmm .wum]unn de

Hanine hallade ciftas de 300 por 1.000 en volumen (muestra 14, figura 26).
fue también realizada por ot

2g), a fin de comparar sus resul
con o cual

La determinacion cuantizativa dc m(LmoE

métodos quinicos de De niges (24) » Boos
sadoe con Jos obtenidos muh;ml(. g] uuurlmmmo cromatografico,

‘ll.‘[”)lt)k \UI!f!I'!}L]l nuesira \H:'._)uk.lui(‘m d(' (]\]r ]o\ I[!N\ (JJ(]IH"t\ EexXIStenres  entre

° |
H 1 I
a‘ .l i @)
| 2] ;
| il |
\ f |
| g !
\ I
t |
| 3
| 1
' I
| = . .
| b L |
@ g
' I 2
IS
3 T L —
Fig. 2s.

¢ Jeficiencias, ya preparativas, ya experimentales

lo que

hversos analistas cran debteas
| También la nphcvlon
va senala Rankolf, Popoff ¥

procedimiento del dcido «rumunw\lm

de estos métodos ha servido para Lum]:mb\r
]uvmhcﬁ (33) acerca de Ja mayor sensibihdad del




53 ANALES DE MRDMATOLOGIA Tomo XVI1I.—1965

Conocido el clevado contentdo de metanal que exsste en los aguarthientes de
otujo, que sobrepasa con muchn ¢ iimite de o035 ars-/litro, tolerado por la
legislacién actual espafiols (™}, nos parceié interesante ¢ precisar su origen, ya
gue, aungue la mavorfa de los autores hacen a las pectnas de fa uva responsa
bles de la existencia del metanol, enrre el vulgo existe la creencia de que en
s formacidn interviene un proceso de destilacion seca de Jas marterins «lefiosas
que integran ¢l hollejo, raspén, etc, asi como los sarmientos que s intoducen
en los .113mbiqu(‘.\ con ohicta de facihrar su vackudo. una vez terminado ¢! proces
de claboracién.

Por wal causa, recogiendo mueseras en diversos momentos de o destilacids

=

@

T —

30 70 R 10 B n

iz, 26,

del oryjo, en distuntos Ingarcs de la provinicia (Sobredo, Sete, etc.), procedimos
A su estudio por cromatografia de ZASCS, con miras a probar st ¢l meranol
existente en el orujo fermentado se incrementaba 2l final del proceso de dest

{*y Dec mado ohcinta <alyenine que el limie tolerado he sido elevailo s 2 aranios

pos ml.




ANALES DE BROMATOLOGIA

‘Fomo XVII.—1965

9

iz Ay

SINOIJ IVuxr
s »

i

U//. CIRR LTIt
'V ryNgud

// ore

OdIN2CTvA3TY

02 xEMia
M 01y

\\‘\l. 952X 10HVIE




60 ANALES BE RROMATOLOGHA Tomos XVil.--1965

o

colas, por lo que

lactén. Como resultado de estas experiencia encontramos metanol casi en ignal

-

proporcién, en Jas fracciones de cabeza im‘c.rmc(l_i.'lx y en |I
cabe conclur que no s nrigin.u!u en la destilacion, También se pudo compro-
bar lo dificil que resulta la \‘n:p;uulcid:l del metanol por destlacién con  los
alambiques usuales, que se c.‘-cpiic,irf;l por la formacion de una n)t'lc.'];l azeotrdpica,

Mis tarde, con objeto de probar dicha circunstancia, se estudié cromatogrd-
ficamente en el laboratorio ¢l proceso de destilacién fracciondda de un aguardiente,

2 donde se ve clara

encontrandose los resultados representados en la figura
mente como varia la composicidn de las distntas fracciones v como, sin embargo,
¢l metanol, a partir de la rercera fraccién, mantiene un valor casi constante.
La figura se ha obtenido representando la altura alcanzada por los picos

de cada LUIHPUH(']I[L‘ (S) I.‘i_\ di_\:lintﬂs fr

tones, senalindose la sensibilidad

sm_;:[n:.'uf.i en ¢l 1('gi-;rm, Los valores del acetato de cl:i[:: )4 nccta](!(']iido. han sido
calculados para la sensibilidad 1/20 v 1/10, respectivamente, al objeto de po-
derlos incluir en ¢l gr;if‘iuu.

Como ampliacién, rambién ¢ hicieron expericnctas a base de cromatogra
tar los liquidos resulranres de simples maceraciones de orujo fermentado v se
evidencid la presencia del metans] en elevada ?-”'”i'\'(”"?i‘}’”‘ confirmiandose las an-
teriores conclusiones e que ¢s componente normal del orujo.

De otro lado. dade que en los procesos destilatorios nunca Hlega a quedar
el «bagazo» sin agua, no cs I6gico admitir que Ja produccién de metanol pueda
deberse, en parte, a4 un proceso de desulacién seca.

Todas las determinaciones cuantitarivas de metanal. con la columna e 4 me

tros, fucron. eromatografiadas auxilidndonos del sisteni backtlushings, que per
mite invertir ¢l circuito gascoso, disminuvendo ¢l tempo de cada anghas, por
evitar la lenta elucion del agua. ‘

Dicha sistema se basa en cambiar el sentido de circulacidn del gac portader.
con lo que se logra climinar rédpidamente de la columna los g‘um}mn&m-\\' de
to tlempo de retencidn que no interese determinar v prolongarfan ¢l andlisis
El sistema original tene el inconveniente de exigic una manipulacidn cuidadesa
e J{.-n.'rx‘. ete., que suponen grandes cambios de presion en ¢l inreror del
CIrcuiro Ll'x)n)\rIrJI:."

el clerre de goma del inyector de muestras, para permitr la salida del gas, lo

afico v, ademas, es necesario perforar con una grucsa agupa

cial hace gue el wtabique de gomay se deterfore con frecuencia,

Con el hn de evitar estas desventajas, hemos modificado ¢l mencionade sis-
tema, cludiendo ¢l empleo de la aguja v los cambios de presion. Los csquemas
de las fieurac 28 v 29 y la fotografia nimero 4 permiten comprender, seaiin
nuestra medificacion, cuil es el recorrida del gas portador antes v dt:\;pnéql de
aplicar ¢l sisterna abacktlushingy. ’ .

Otra cuestién iteresante ¢s |a

notable diferencia extstente entre ¢ conte
nido en metanol de los vinos blancos v tintos (véase cuadro nimero 1) que se
-\FTH)H\‘(’_‘ a que en la elaboracién de los dltimos el hollejo, raspén, cte.. se man
tenen sumergidos en el mosto durante bastante tiempo. Esto nos hizo pen-
sar que un proceso andlogo ocurriria en los aguardientes, es decir, que cuanto

" . . - “p .
mas !'!’.'ll\r‘u estuviese ."I]lllﬂ(:(_fl'l:lt!() Y i 1!'['”1('111’{1[1(11') :'E oo, mavor \'(‘l\ilil 1"

1 L . M =
ontenido en metanol del aguardiente corcespondiente. Al objets de comypro-
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bnrrcsm snpols_lclnn. s levaron a4 cabo experiencias consistentes en  cromato-
grafiar aguardientes procedentes de orujos ¢ fer .

g g 03 jos con diferente  tempx srmenta-
cion, habiendn enconrrad : i S il
cién, he do enconitrado que ¢l contenido en meranol, refenido al alcohol, se
incrementaba al anmentar el tempo de almacenaje,

3 iy Ll - el e o b :

[ AI l.ql Vista d}u" esta conclusion lzudlun pensarse que la solucién al preblema
del aleohol metilico en los aguardientes de orujo consistirfa en proceder a su

Fl_u'- 2Ny 2y

claboracion rras el mimmo tempo posible de alpacenage;  un embargo, como
hemos p(n]idn comprobar dcspuf‘\ e cromatograliar desttlados }-_\roc(:(lcntcs de
i ¢l luborarorio ¥ sometido 4l proceso de fermenta-
¢ dias, st bien ¢l contenido en metanel es me-

nto en etanol resoley votablemene pcrjudicndo.

upr mismo oo obtenida en
aion durante diferente nimero d

nor en los primeros dias, ¢l rendimic
La determinacion del ctanol por cromatografia de gases en estas bebidas
resulea alamiente interesatite, yi (ue, aparte de simultanearse con la del mera-
3 L a 4 - Ay Z ’

nol. permite dosificactones mucho mis exactas que las obrenidas por los méto-

3l
A.K-A\' ('l:lRICU‘&
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Para tal determinacion se prepara una escala con porcentajes crecientes de
ctanol en agua en volumen (a ;5‘(,A) de concentraciones alcohdlicas pm,\lmm
a la del Pmbkm'l y se clabora la curva de calibracién (flg. 30} en forma and
logn a como s¢ indico para ¢l nietanol,

Ell CSEe €aso, 1|'.ui;i la (‘f(‘vud:l Conccnrl".lci(':n (|c cL.um! vxi.\u-nu-. ]()\' ]\icm
resultan tan altos que es preciso modificar la sensibilidad del registro mediante
¢l atenuador al objeto de que su miximo quede dentro de la escala.

Para la dererminacidn cuantrativa se ha utilizado la altora del pico desde
su miaximo a la linea base, pucs sunque a primera vista pmlicr;x parccer inade-
cuado el procedimiento, por tratarse de Picm bastante  anchos, como  hemos

Fotografia
pn(lu]u mmmoh.u c‘qwmmm almente, ¢l método es correcto, ya que s el plun
se hubicse |c01§lra(la con la arenuacidn senalada en suo parte \.lpcmn, habria
resultado csmdm y de igual altura (véase figuras 31y 32 cotrespondiente a la
muestra nimers 14, unnm[wrmlmxh o hll‘ill!(‘-l\ condiciones, varando sélo la
forma de registro). Para este caco concrero de Ia figura 21 serfa m'rc<-|rm cm-
plear una curva de calibracién  construida piara la sensibilidad 1/236.

Los restantes (()mpl)n(nt(s !1(1t|llm (lL[L)n\uml’\L Cll.llllltm\.\m( ntL por cro-
matografia de  gases, ]-xh( ando, segin los casos, o el mérodo de la relacidn
4||u|m< concentracion, o un mdétodo ‘de medida de drea, pero remiendo ¢n cuenta

que t.llu determinaciones 0o tienen jnferés sino en contados casns. (1o consi-
deramos necesarto hazerlac en este estudio.

Benipag CROMATOGRAFIADAN Y RESHETADOS

Concluidas las anteriores ctapas, procedimos a cromatograliar diferentes -

pos de bebidas con ol proposita de establecer 1ing tipificaciin por el ASPeCtG
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de su cromatogramie gaseoso y aphearlo a la comprobaciin de su genmmidad.
Las muestras estidiadas, nnas genuinas y otras fraudulentas, figuran en
el cuadro mimero 11, Las particularidades encontradas en cada una de ellas son

eXpUestas 3 continuacion ;

1) /l'glmr{iia‘nu‘:\' de ornjo.

1 o . s
Su gascromatograma tpica es ¢l representado en Ja flg‘u:'n 15, s bienn comea
ha <ido obrentdo con una columna de dos metros de carbowax 1.540, el 1sobn

BAC AN

ra

See i, 1088«

oerecrop

=ESPLTSTA 2L

30 <0
HEORDY 27 WoluvIr

Fig. 30.

el

tanol no aparcce por quedar ocultado por el agua y los alcoholes amilicog -no
. - . - 4 e - b l

son bien observados. Las alturas de Jos distintos picos se modifican de nnos

aguardientes a otros, a4 veces sensiblemente, pero pot lo general los difercnres

COMPONENTEs s¢ CNCUCHTTan €n proporcion destacada. !
Otros ejemplos podemos verlos en los cramatogramas parciales (no esta re

uras 20, 25. 3. 32, obtemdos pos

presentada el agua vy alcoholes amilicos), i
inveccion directa de las bebidas con colamnn de cuatro muiros: en estas con-

diciones aparece ¢ soburanol-
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La Lau':lctL'l'isliLizl m;{\ (reresiante s que en todos los ;lgll.ll'(llcnlcs de oruyo
que hemos analizado en una u otra de las vondiciones senaladas, se ha encon-
rado ¢l butanol-z por inyeccion directa de la bebida, hecho importante, ya que
por este pma:dimicnu‘: y empleando detecrores térmicos no ha sido puesto de
manifiesta antertormente,

|
|
J
G i |
@ .' /1 /f ’ |
\/\\_j\/ L I )
0 20 rlg 1 10 n

También ¢ de mdicr la destacada alvura de los picos del meranol, acetato
de ctilo-acetal y acetaldehido, que a veces han abligado a ser registrados con
menor senstbilidad (muestra ndmero 1g, figoras 31y 32)

Por otro lado, como en las restantes bebidas, se han hecho cromatogramas
previa deshidratation paraal por sarotacion de Ja bebida con carbonate potisico
anhidro. lo cual ha p('rmiri(]n observar la elevada prof)orcién de los alcohwles
amilicos, que en la cromatografin divecra quedaban ocultados total o parcial-
mente por ¢l agux (Ja figura 19, correspondicnte a la muestra ndmero 1o, es
un cjemplo de estos resultados): asi mismo se ha podido conchuir que el n-buta-
nol no esta presente en cstas bebidas.

Coma guedd dicho anterdormente. la canudad de alguno de estos compo:
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CUADRO NUMERO 11

Muestras Niaruraleza Procedencia (i 1" Pie el
I Arunardiente  de orijo Ulla P 34
= id Rifa de Petin !
3 Caldas de Rn'_\v\ g, 15 (con
q Chantadu
5 id. Ulla
(5] id. Ulla I1y
7 id., Sete (Ulla)
R il Drense
Q i
10 id. 7] R [ | e N
11 id. {7 dias)
P2 id. (1 mes) Sobredo
13 Aguardiente de hierbas Desconccala
14 id. Descanocidia
15 .'\I'u.)rliicnh.' de nrujd. QilJlU:I_‘"l.l
1960
id., 1563 Santiapn
Apuardiente  de  ornjo Ritsera
id. Pontevedra
id. Ulla Figs. 31 v ;2
Acqua  vitae Dané<
]5.'.1:1(!_\' 5 anoy Jeres de ta Frontera l-'i:-z 14
Brandy 7 anos Jerez de i Frontera
Brandy 1o anos Jerez de la I'rontera
Brandy 15 aitos Jerez de la Fronter
Brandy 20 anos Jerez de la Frontere
Conac artificial Desconocida
Conac Francia 33
Reandy Jerez de la Fronters
e Jerez de la Frantera
Whisky Escocia Figs. 35 v 36
Whinky sessechass Desconocida
\ Espaiia Fig. 37

Whisky

33 Guebra Amsterdan
14 Guyebra  artificral I:spana
35 id. Espaiia
36 Resn Cuba
7 id. Catvarias
38 Wodka Palonia
39 Lrcor café Galicia
40 id. Casrilla
At Anis Castilla
42 Licnr e puindas Galic:
15 Crema cavio Galicia
(*y Muestras cedidas por la Casa Pedro Domecq. S. A.
(v} Muestras cedidas por 1a Casa Palomino & \-‘i"'}’_"-"_'-’- SR
(#)  Muestras cedidas por don Antonio Lanez Gonzalez
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aenies, concerctamente de meranod, d:{'n'n(]c en gran parte del nempo de daraaion
de la fermentacién del orujo. La mucstra mimero 11 procede del mismo orujo
que o ndmers 12; sin embargo, esti Gltima nos ha dado 3,5 meranal (ml. flitro),
mientras T ndmero 11 sélo dio 2,3 ml./lro de metanol.

Pucde senalarse que algunos c:u‘npr:m'ntcx, principalmente ¢l acerato de enlo
aceral, presenzan grandes variaciones durante ¢l proceso de envejecimiento, como

E”‘_ sido Pl‘ob:’lfiu al cromatografiar las muestras 15y 16, que corresponden  al
mismo aguardiente con tres anos de diferencia en solera. Actualmente hemos

o0

&}

@

c_
2

aln a8
=

puctdo estadios por cromatogralia de gases del envejecimiento, tanto naral
como artifictal {mérodos fisicos v (qunliu:.«)

El cacqua vitacs analizado, mnesira ndimero 20, dio como resultado un cro
matograma muy similar al de los -.1gn:m]ir'n[cx de vino, con la caracceristica
de no tener butanol-2 y una cifra de metanol relativamente baja (1.2 ml./litro).

En este grupo de aguardientes de orujo también incluimos Jos denominados
en Galictia caguardientes de hiepvasy, para los gue cabe indicar iguales carac-
reristicas, pucs las snstancias aromdticas que los integran no sen puestas de
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manifiesto en estas condiciones. Comao cao curioso presentamos ¢l cromatograma
pbrenido con la muestra nimero 14, que corresponde a una de esas bebidas, a
rodas luces fraudulenta (fig. 26). Otros cjemplo de este tipo de bebidas, sin
Juda falsificada también, es la muestra namere 13 (fig. 16), donde hay que
deseacar la elevida proporcién de pmp;snn]—z, que ha tenido que scr rcgist‘mz]n
son sensibilidad 1/2. Este grupo de bebidas, junto con los hcores, han sido las

H I
J

® ||

b 4 iy O
W I A
: l’;]\/ MJ\J_L

@ 20 10 =0

Fig. 33
mis falsificadas, debido a que las esencias o ¢ azicar que las componen, res-

pectivamiente, disimulan ¢l alor tipico del metanol

21 Brandys.

Sus cromaroaramas son mny similares al representade en la hrguca 33, qGue

i r o = . g 3 . . =

orresponde a un anréntico cofiac francés (muestea MIMEEo 27), en fos que apa

L los asnardientes, exceptianda el sec-buta-
a los agus

ecen !(_).‘i (_'l\l])})hll('.nl(_'ﬁ SUﬁill;1(l()R P.’Il' .
H ]smpt_)rcmn mu-

i i i Al i s AT
nol; los componentes minoritartos mas volitiles aparceen en
de bebidis,

cho nuis rednetda que en ¢l anterior gripo
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Para los brandys c_«pnﬁol«::, st bienn hemos encontrado los  nismos compo
nentes, sus proporciones relativas varfan sensiblemente para cada marea, siendo
frecuente que el pico del metanol sea alge mids acenruado (fig. 34. muestra ni-
mero z1) que ¢l de aquella bebida,

Como con las restantes bebidas. se ha procedido o cromatografiar la capa
alcohdlica obrenida al saturar con  carbonato pnt.is‘ico anhidro, encontriandosc

=iy T 0

wl
(=]

Fig. 34

fos alcoholus amilicos, avnque en menar proporcton que en los agnardientes de
orgjo, pero nunca hemos hallada al n-butanol.

La mucstra niimero 26 corresponile @ un cofine antifictal elaborada con «esen-
cia de cofiacy, y su cromatograma no permite, al menos en este caso conereto,
diferenciarlo de nno genuino.

La compamcién de los cromatogramas obtentdos con fas muestras 21, 22, 23,
24 v 25 no han pesibilitado. de momento, establecer sus diferencias
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3 Whiskys.

Los cromatogramas de estos aguardientes de granos adopran represeritacios

nes similaces a la figura 35, que corresponde a un whisky escocés legitimo (mues

5 S .
ra mimero 30). En la fignra 36 aparece representado el cromarograma obte
nido con la misma bebida, con previa deshidratacidn con  carbonato pnm’simu
anhidro. Como particularidad cabe sefialie Ja avsenci: casi ol de metanol

=128

T = 0 =

por lo cual lp determnacion de este component puede utlizarse parz  ponc

de manifiesto sn falsificacién, to que
ta nimero 31, que, analizada por los mc

romo sosp(rchmn (*). Los restantes componentes
nte los alcoholes supenores, st se excephian las amibcaos

orras bebidas.

hemos confirmads en el case de Ja mues
todos quimicos, habia sido calificad.:
« hallan pobremente repre

sentados, ¥ Unicame
aparecen en |1nm(>rcu\n similar a
i

) .’\gr:cduccn as al Dr. don Anromo Laper Gonzilez del Lahwrator Central de A
J|

porcionadn algisnas moeseras de bebidae genuinas v frandulentas

s, €

halsernas pr
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En la ligura 37, correspondiente: a un whisky elaborada en Espana {muces
tra nimero 32), ofrece la ;-uucu]c.u[nl de que en ¢l por el contrano, existen
los alcoholes amilicos.

4 rinehras.

Podria dectrse que estin constitnidas por mezclas hidroalcohdlicac practica
mente puras, aromatizadas por la esencta extraida de las bayas de encbro, cuyos
componentes no aparecen al cromatografiwrlas en estas condiciones. Su cromato-
grama, ‘Rl‘a‘tt[c'k'f‘:lit‘() por su simplic idad, s pricticamente igual al que presenta
¢l vodka (fig. 40). s bien pueden presentar indicios de aceraro de etilo y for
miato de etilo.

Analizadas las muestras fraudulentas (34 v 33,\ U CTOMALOZramis respectt
vos no presentan diferencias con los de las genuinas. por lo que para descubrir
los fraudes que con ellas se cometen es necesario recurrir a otros pmcuhmlcntm

Queremos hacer notar que los datos encontrados para este tipo de bebidas
de alcoholes superiores {véase enadro mimero 4) es, a puestro wodo de ver, ex
cesivamente clevado, toda vez que ni por cromatograffa de gases ni tras la ;1_ph
cacién del mérado de Rése (4o), hemos podido encontrar valores sinificativos

5) Rones.

Para estas bebidas hemos encontradn cromatogramas como el de la figura 38
que corrcepond(- a la muestra pimers 36, previamente deshidratada con carba
nato Dotd\lto Su prlnunv] car 1C[L‘r1ﬂlm es la dllﬁt‘iul.{ de meranol s 1sobn
tanol. Tampaco en esta bebida se hatls ¢l pico del n-butanol.

En otros rones de fabyicacion nacionla (muestra 37, fignra 37), se han o

contrado  grandes  diferenct; presencia de formiare de enlo, isobutancl v s

otros componeires aparecen en canridades }mu.mu nte mayores;  posiblement
debidas a que I elaboracién de los mismos < ha hecho con materias primas
diferentes del alenhol de melazas.

vy Vodkas.

Como ya e mndicd, este tipo de bebidas presents cromatogramas (hg. 4o
muestra nimero 38) muy semejantes g los de las minebras, en los que los com
ponentes minoritarios no aparecen, circunstancia légicn s se renc enocnent
¢l proceso de elaboracién, en el cual incluso interviene uma pnrficacion

base de hacerlos pasar a través de carbdn actve
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T [_/.'l ores )‘ cremas.

Presentan  cromatogramas que  NIUESiEan claramente ¢l origen del aleolol
sudizado en su elaboracién: asi, mientras en los cromatogramas de  bebidas
de Galicia (mugstras mimeros 39 y 42) recucrdan a los aguardientes de orujo.
en los correspondientes @ bebidas procedentes  de Casolla, ete. (muestras 4o,
i3 4g) como la pr('mmuun s¢ hace con alcoholes vinicos dilmdos hasta la
-n.\'lnu 16n deseada, los cromatogramas muestran claramente un aspecto simi-
far al de una mezcla hldro.lkohoik.(. por lo que en ambos casos puede conocetse
el origen del alcohol utilizado. En este caso, ante la impasibilidad de encontrar
hebidas representativas, na se expone ninguno de los cromatogramis obrenidos:

CONCLUSIONES

t.5 Se senaly ol cecto de Ja canudad de muestra en el desarrollo de los pi-
vos en los cromatogramas cuando se emplea nitrégeno como gas portador.

2*  Se estodian lds condiciones mias adecnadas para ¢l fraccionamicnto gas-
cromatogrifico (con detector rérmico) de los pyinciéalc« componentes volatiliza-
}n\rl"\' (l(. I"K t)l'bi(L!‘ ('ﬂ}]iriT!l(K‘H

3.0 Valiéndonos de procedimicntos  quimicos v cromatogrificos se identifi-

-an Jos diferentes componentes puestos de manificsto en los croniarogramas, con-
hlm.lll(hm la presencia de acetaldehido, formiato de ctilo, acerato de etilo, me-
tanol, eranol, n-propanol, agua y alcoholes amilicos (2-meti) butanol-r v 3-metil
buranel). asi coma las componentes incluidos en las conclusiones cuarta ¥
quina,

4" Por primera vez, usando detectores térmicos ¢ myeceidn direera de las
bebidas, se¢ pone de manifiesto la presencia del isobutanol.

5.* Sec idenufica, par vez primera, en los aguardientes de orujo. ¢l buranolrz,
v s semala como componente normal de este tipo de bebidas-

62 En nuestras condiciones experimentales no s ha encontrado acerona
(sustancia sefialada por diversos autores comao camponente nornial de las bebidas
esoititnosas) en las diferentes bebidas analizadis, o bien en ogasiones ha sido
posiniva la reaceidn de I)L’mcvm

7.*  El formaldehido, senalado por algunos aurores como normal componente
de estax bebidas, no se ha encontrade en ninguna de las muestras analizadas.
Fera conclusién ha side confirmada por métodos qm’mico\'

8* La investigacidn del n- -butanol por inyeccién directa del concentrado al-
cohdlico abtenido par deshidratacion l‘ll‘\lll de las bebidas mediante carbonato
potisica anbidro, dio resultado negative en todas las muestras analizadas.

q.* Se establece que ¢l cambio del rit'mj,!(_) de retencion del agua observado
por Smith (107) operando con celita como soporte de fase lignida, también
se presenta al emplear sterchamal, y se sefiala la influencia del porccntnjc del
agua en este fendémeno.

10. Se demuestra la exis:ncia del 1sopropanol en un  agvardiente com-

puesto v se seialan las condictanes para s mejor caracterizacion.
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A diterenen de otros antores. to hemos encontrado dicho alcohol en ks be-
bidas genuinas

t1.  Se cstublece un mérodo sencilla para la dositic acidn de mertanol en todo
]i])() llL‘ ])('L‘E‘l].f\. !”L']“\(\ Il .li!l"_'“l!\ l'i\'.l\' cn \“\[-"nl'i-"ﬂ na \'()lillj}iz-:ll)l('_\.

12. Se hace una modificacion del sistema obacktlushings del fractomerro
Perkin-Elmer, mod. 116-E. que supone gran sencillez de 1w anejo v presenta
las vent, nin-« de no alterar 1o !)l'L'\il/lH en el clrcuito len.ll(lgltkflun s.\l\’d"lh\ld‘ll
ol weabigue de goman de la cimara de iyeccion,

3. Se evidencia que el metanol presente et los aguacdientes de orujo no

forma como consecuencla de una destilacion seca (lt' lns wl’nﬂmtm wlenososy
que tegran ¢l orojo,

14. Se demucstra tue el contenido en metanol, en los :1:_111.|1'L!iancs de orujo,
NS im'."c[m‘nl! con ¢l (icml‘n que s nmnticm' ¢l «\J'Hiu cn f('l'mcmaci(')n

15. Se estudia lo separacién del metanol v orros componentes de bajo punto
e ebullicidn en los aguardientes de o n]o por técnicas usitales de destilacién frac-
viotada, v oseosemala l ]\U\l].)]l. lormactén de un .1/(0[1“]») (metanol-agua) que
impide, en tales candiciones, 1 sbtencidn de aguardientes exentos de metanol.

16- Se establece un mérodo sencillo para la determinacién del etanol me-
diante esta réenica cromatogrifica. que evity los errores de los procedimientos
usuales, p."uwnmn(]() la ventaja de l\m]cl]n simuleancar ¢on la determinacién del
metanol o de otro componente.

17. Se establecen las caracterisncon gas-cromatgrilicas de diferentes tipos
de bebidas espiritnosas genmnas, v se senalan lav partienlasidades de algonas

falsificactones.
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