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1. ESTADO ACTUAL DEL ANALISIS DE ESPECIACION
EN ESPANA

Junta Coordinadora del Grupo de Especiacion Analitica:
M? Milagros Gémez, Isaac Rodriguez, Maria Montes, Alberto
de Diego, Fermin Lopez y Daniel Sanchez-Rodas.

De todos es conocida la enorme importancia del analisis de
especiacion en la caracterizacion y determinacion de las formas
quimicas de un elemento, y como medio de llegar al conocimiento de
factores tan importantes de metales y metaloides como son su
toxicidad, valor nutricional, biodisponiblidad o actividad biologica entre
otros. Las propiedades fisico-quimicas de estos elementos dependen
de la especie presente y regularan su transporte, intercambio y
destino en el medio ambiente. Cada vez es mas reconocido que los
estudios avanzados de especiacibn poseen un caracter
multidisciplinar donde intervienen, y se benefician de la informacion
obtenida, expertos de &reas tan diversas como quimica analitica
(QA), medio ambiente, geoquimica, quimica clinica, bioguimica,
biologia, toxicologia, entre otras.

En este articulo se muestra una panoramica del trabajo realizado
en el area de la especiacion analitica en Espafia en los ltimos cinco
afos. La informacion se ha agrupado por temas de interés, haciendo
hincapié en los aspectos més avanzados de la QA. Esta revision no
tiene caracter exhaustivo, dado que el espacio disponible es limitado,
por lo que se han incluido Gnicamente los temas mas representativos.
Es posible que algunas lineas de investigacion merecedoras de
aparecer en estas paginas no hayan sido incluidas, por lo que
pedimos disculpas por anticipado a los autores implicados.

I. Métodos de tratamiento de la muestra

Se ha trabajado en el desarrollo de métodos de extraccion de las
especies asistidos con diferentes tipos de interaccion, radiacion
microondas, agitacion con ultrasonidos, alta presién, elc., buscando
en todo momento la extraccién selectiva de las especies pero
conservando las especies quimicas originales.

Extraccion con ultrasonidos: La extraccion con ultrasonidos es desde
hace afios uno de los procedimientos mas empleados en los estudios
de especiacién y se sigue utilizando de manera habitual para la
determinacion de compuestos organoarsenicales en muesiras
biolégicas de origen terrestre y marino, empleandose como
extractantes mezclas de metanol y agua. Ademas de los clasicos
bafios de ultrasonidos, se emplean también las sondas de
ultrasonidos, que permiten focalizar la energia en un espacio
reducido, acortandose el tiempo de extraccion. Tambien puede verse
una tendencia en su utilizaciéon para la determinacion de metales en




los esquemas de extraccidbn secuencial,
sustituyendo a la agitacion mecanica y
reduciéndose el tiempo de extraccion de horas
a minutos. Las posibilidades que ofrece la
extraccion con ultrasonidos en distintos tipos
de muestras han sido revisadas recientemente.

Extraccion asistida con microondas: El uso
de radiacion microondas es un procedimiento
que se aplica habitualmente en los estudios de
especiacion, debido principalmente al corto
tiempo de extraccion (<10 minutos). Al igual
que en el caso anterior, se emplean tanto
microondas convenciones como microondas
focalizadas. Este método de extraccion se ha
validado medianie el andlisis de materiales de
referencia. Se ha empleado recientemente en
la determinacién de metilmercurio (MeHg) en
sedimentos, arsénico en muestras biologicas,
marinas y suelos, y organoestannicos en
material biolégico marino.

Tratamientos enziméticos: Su uso no esta
tan extendido en comparacién con la energia
de ultrasonidos o microondas, ya que en
general los tiempos de extraccion suelen ser
largos (varias horas) y se precisa control de la
temperatura para la digestion de la muestra.
Suele aplicarse a muestras complejas, de
origen bioldgico, como en la especiacidén de
arsénico en alimentos infantiles digeridos con
tripsina y pancreatina. También se han
empleado proteasas y lipasas para la hidrolisis
y extraccion de selenoaminoacidos en
muestras de marisco. La eleccion de la
enzima empleada es critica, ya que puede
influir en la posterior separacion
cromatografica de los analitos, por lo que a
veces es necesario incluir etapas de
eliminacion de interferentes de la matriz. Cabe
destacar el desarrollo de un procedimiento que
combina tratamiento enzimatico con sonda de
ulirasonidos  focalizada a  temperatura
ambiente durante pocos segundos para la
extraccion de selenometionina en muestras de
levadura.

Extraccion acelerada con disolventes
(ASE): Sus aplicaciones han sido revisadas
recientemente, tantc en sus modos de
funcionamiento dinamico como estatico. Su
uso no esta todavia muy extendido en los
estudios de especiacion, quizas debido a que
los disolventes que se pueden emplear no
pueden ser muy enérgicos (pHs acidos o altas
concentraciones de sales) y a que
normalmente son necesarios varios ciclos de
extraccion, lo que prolonga el tiempo de
operacion. Se ha utilizado para la exiraccion
de butilestafio en un material de referencia, y
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se ha comparado su eficacia con la de ofras
técnicas de exiraccion (agitacion manual,
ultrasonidos y microondas). De manera general
se han comparado las prestaciones del ASE con
las de otros procedimientos mas clasicos para
compuestos organometalicos.

Microextraccion en fase soélida (SPME):
Durante los Uultimos afios la SPME ha sido
aplicada a la determinacién de compuestos
organometalicos volatiles, © converiibles en
especies poco polares y volatiles, previamente a
su separacion mediante cromatografia de gases
(GC). El mayor numero de publicaciones se
centra en la especiacion de Se y Hg, seguido a
continuacion por el Sn. En general las primeras
aplicaciones se desarrollaron para muestras
acuosas, aprovechando el poder de
preconcentracion de las fibras para alcanzar
limites de deteccion a nivel de los ng/l. A partir de
ese momento, la técnica se exirapold al analisis
de exiractos de sedimenfos y materiales
biolégicos. El tipo de fibra a utilizar depende de
las caracteristicas de los analitos, asi en el caso
de compuesios organicos de Sn y Hg, en la
mayoria de los frabajos se usan fibras de
polidimetilsilosano (PDMS). Para selenio, algunas
aplicaciones se cenfran en la utilizacion de fibras
de CAR (Carbowzax)-PDMS parza la determinacion
de compuesios  volatiles, tales como
dimetilselenio y dimetildiselenio, sintetizados por
plantas y levaduras gue han sido cultivadas en
presencia de selenio inorganico. Ademas se ha
utilizado el SPME para la determinacion de
selenoaminoacidos previamente derivatizados
con alquilcloroformaios. En la determinacion de
compuesios de azufre. se ha considerado la
utilizacion de fibras de poliacrilato (PA) y fibras
mixtas (fipo PDMS-divinilbbencenc (DVB)-CAR)
como aliemativas al PDMS. La deteccion de las
especies conceniradas sobre la fibra suele
llevarse a cabo ulllizando detectores de tipo
selective, gi. FPD, MIP-AED 6 ICP-MS, acoplados
a GC, aungue tambien se ha descrito la utilizacion
de deieclores  universales (FID) para la
deierminacion de organoestannicos en muestras
de sedimenios. También se ha propuesto la
desorcion directa de [a fibra de SPME tanto en la
anforcha de un ICP-MS para la determinacion de
compuesios de selenio, como en un tubo de
cuarzo usado como camara de atomizacion en
AAS para la determinacion de MeHg', sin
proceder a2 una etapa previa de separacion

cromatografica.

Exiraccion en fase solida (SPE): La utilizacion
de la SPE como método de preconcentracion de
la muestra, para la determinacion de compuestos

organomeialicos mediante GC se ha visto
relegada a2 un segundo plano desde la aparicion




de la SPME. No obstante, la técnica se sigue
utilizando para la preconcenfracion de
compuestos de Hg y Sn en muestras acuosas
cuando se procede a su determinacion
mediante HPLC. Una ventaja adicional de esta
técnica sobre la SPME, es la posibilidad de
preconcentrar de manera selectiva elementos
en diferentes estados de oxidacion en base a
su distinta capacidad para formar complejos
neutros con distintos agentes quelatantes. A
continuacién, estos complejos se concentran
sobre materiales en fase reversa. Por otro
lado. la utilizacion de adsorbentes con caracter
de intercambiadores iGnicos resulta
imprescindible en los procesos de exiraccion y
purificacion de especies ionicas. Ademas se
ha descrito la combinacion de materiales de
tipo intercambiador y de fase reversa para la
preconcentracion simultanea de especies
ionicas y apolares de selenio en muestras de
agua.

Pervaporacion (PV): Otra aproximacion en
estudios de especiacion es el acoplamiento de
sistemas de pervaporacion con detectores de
especlroscopia alomica. Se ha descrito la
combinacion con un sistema FIA vy
fluorescencia atomica (AFS) para la
especiacion de arsénico en muestras acuosas
con particulas en suspension, o la
combinacién con AAS para la especiacion de
Hg tanto en muestras solidas como liquidas.

Ultrafiltracion: Se ha empleado junto con
HPLC para estudiar la especiacion de aluminio
en suero fras la administracion de
deferroxiamina con la que forma complejos
facilmente eliminables mediante didlisis. Se
observa que se dializan otras especies
diferentes del complejo con deferroxiamina
con pesos moleculares del orden de 1 a 5
kDa.

Il. Tendencias Instrumentales en
especiacion
Cromaltografia de gases (GC) con

detectores selectivos: La ulilizacion de la
cromatografia de gases con detectores
atomicos (AAS, AED o ICP-MS) como técnica
de especiacion esta limitada a compuestos
volatiles y poco polares (o facilmente
convertibles en especies con estas
propiedades) de, entre otros, Sn, Hg, Se, Pb,
Tl y Mn ademas de un numero relativamente
elevado de compuestos organicos de azufre.
Una de las tendencias mas recientes apunta
hacia el uso de columnas multicapilares de
reducida longitud para complelar las
separaciones cromatograficas en un tiempo
normalmente inferior a 2-3 min. Estas

columnas operan a flujos de gas portador muy
elevados (hasta 200 ml/min) y resultan facilmente
combinables con detectores de especirometria
atébmica, aunque no pueden conectarse con
espectrometros de masas usando ionizacion
quimica o impacto electronico. Cabe destacar que
debido a que el flujo de gas portador en el portal
de inyeccion es superior al utilizado con columnas
capilares convencionales con inyeccion en modo
splitless, el tiempo de desorcion es de solo unos
segundos, alargando de esta manera la vida util
de las fibras. El mayor numero de trabajos
realizados se centra en la utilizacién de GC-ICP-
MS, debido seguramente a la relativa novedad de
las interfases con GC, a su excelente sensibilidad
y seleclividad, asi como a su caracter de detector
multielemental, le sigue la GC-MS y la GC-MIP-
AED.

Cromatografia de Liquidos (HPLC)-ICP-MS y

ESI-MS. La creciente necesidad de obtener
informacion, no sélo de los metales vyl/o
metaloides asociados a biomoléculas

(informacion obtenida mediante técnicas hibridas)
sino de la especie en concreto de la que se Irala,
ha impulsado el empleo de técnicas de
Espectrometria de Masas estructural con fuentes
de ionizacion como el Electrospray (ESI) o el
Laser Asistido por Matriz (MALDI). El
Electrospray, asistido (ion spray) o no por
nebulizacion, es la fuente de ionizacion més
suave de las empleadas en Espectrometria de
Masas permitiendo una minima fragmentacion de
las moléculas y ha sido ulilizada ampliamente
para el analisis tanto de pequefos aminoacidos
como de péplidos y proteinas en proteomica
clasica. Por otro lado, la fuente MALDI tiene la
ventaja de producir en su mayor parie especies
monocargadas, lo que simplifica notablemente la
interpretacion de los espectros de masas vy
permite el estudio de proteinas intactas de pesos
moleculares de hasta 100 kDa. Cada vez son
mas numerosas las publicaciones dedicadas a la
especiacién de biomoléculas que incorporan una
parte dedicada a la determinacion estructural del
compuesto en el que determinado
metal/metaloide esta formando parte, de forma
complementaria a la informacién proporcionada
mediante técnicas hibridas. Por lo general, la
mayor parte de estos estudios se han llevado a
cabo utilizando el ES|I como fuente de iones,
puesto que se trata de una técnica que se puede
acoplar  on-line con las separaciones
cromatograficas si fuera preciso.

Elucidacion de pequefios metabolifos del
Selenio y  Arsénico: Mediante el uso
complementario de ICP-MS y ESI-MS (con
espectrometro de Cuadrupolo (Q)-Tiempo de
Vuelo (TOF)) ha sido posible elucidar la estructura




del metabolito mayoritaric del Se en orina de
rata suplementada con Se (IV). Para ello ha
sido necesario el uso de cromatografias
complementarias  (exclusidon por tamafos
(SEC) seguida de cambic anidnico) después
de la limpieza de las muestras utilizando la
extraccibn con  éteres corona. Una
metodologia similar se ha empleado para
determinar la  estructura de pequefios
metabolitos del Se en plantas acumuladoras.
En este caso, la utilizacion (por separado) de
dos cromatografias complementarias como la
fase reversa con pares ionicos y el intercambio
cationico junto con el empleo del ESI-Q-TOF
(MS y MS/MS) han permitido caracterizar Ia
Se-metilselenometionina como la especie del
Se mas abundante en las raices de Brassica
juncea expuesta a Se-metionina. De forma
similar, se ha llevado a cabo la identificacion
del arsenoazicar 2 en muestras de ostras de
la costa atlantica de Espaiia. Aungue en este
caso los efectos de matriz en el sistema LC-
MS fueron imporiantes, estos pudieron
minimizarse llevando a cabo la limpieza de los
extractos mediante cromatografia de exclusion
por tamafios y cambio anionico antes del LC-
MS.

Polipéptidos v proteinas: Una
instrumentacion similar se ha empleado en el
caso de la identificacion de ‘“fitoquelatinas”,
polipéptidos quelantes sintetizados por plantas
expuestas a la contaminacion de metales y/o
metaloides. Estos polimeros de glutation
(fripéptido de acido glutamico, cisteina y
glicina) ligan metales como Cd y metaloides
como el As formando complejos cuyo peso
molecular puede llegar a los 3000 Da. La
posibilidad de emplear plantas como
remediadoras de la contaminacion metélica de
los suelos (fitoremediacion) ha impulsado el
desarrollo de metodologias para el estudio de
dichos complejos empleando la SEC seguida
del recogido y preconcentracion de las
fracciones de interés para su posterior analisis
por ESI-Q-TOF. Asimismo, tanto el MALDI-
TOF como el ESI-Q-TOF se han utilizado en la
elucidacion de proteinas con Se en levaduras
enriquecidas en dicho elemento. Como en
casos anteriores se han  empleado
cromatografias complementarias, en primer
lugar SEC-ICP-MS para la separacion de las
especies de alto peso molecular gue contienen
Se, seguida de la digestion triptica de dichas
fracciones y fase reversa (RP-ICP-MS) para la
separacion de los Se-péptidos originados.
Dichos Se-péptidos se analizan paralelamente
mediante MALDI-TOF (donde se observa el
ion +1 y el patrén de abundancias isotopicas
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del Se) y por ESI-Q-TOF (para poder llevar a
cabo el MS/MS de los fragmentos).

Electroforesis Capilar (CE)-ICP/MS: Se ha
trabajado en el estudio de diferentes interfases
basadas en nebulizadores Mehinhard, Babinton,
MicroMist, y de alta eficiencia (HEN), siendo estos
ultimos los que proporcionan mejores eficiencias,
asi como en el acoplamiento con un sistema
generador de hidruros para el analisis de
especies volatiles tras sufrir reduccién con
borohidruro sédico. También se ha trabajado en
el desarrollo de métodos de preconcentracion
basados en el apilamiento de muestra (sample
stacking) para mejorar los limites de deteccion.
Dentro de estos estudios se ha abordado la
especiacion de metalotioneinas de Cd, Cu y Zn
en higado de pescado, de metalotioneinas de Cd
en citosoles hepatopancreaticos de moluscos, de
Hg en materiales biologicos, y el analisis de
enatiomeros de selometionina en levaduras
suplementadas con Se.

lll. Principales muestras estudiadas

Tejidos biolégicos y alimentos: Probablemente
la linea de ftrabajo gque mas resultados ha
generado es la de la determinacién de especies
de arsénico en peces, moluscos y crustaceos.
Algunos trabajos se limitan a distinguir entre
As(lll) y As(V), pero la mayoria incluyen otras
especies de indudable interés como los acidos
monometilarsonico (MMA) y dimetilarsinico
(DMA), arsenobetaina (AsB) y/o arsenocolina
(AsC) También se han determinado alguna de
estas especies en alimentos infantiles
manufacturados, cerveza, huevos y vegetales
variados. Asimismo, se ha estudiado la absorcion
del suelo y posterior acumulacion de especies de
arsénico en diversos tipos de plantas. Otra linea
en la que se ha trabajado intensamente
corresponde a la especiacion de mercurio en
pescado. Las especies mas representativas son
mercurio inorganico, MeHg y dimetilmercurio
(MeyHg). Se han investigado especificamente las
etapas de secado de muestra y extraccion y se
han desarrolladoc métodos de  andlisis,
combinando técnicas de separaciéh con
detectores selectivos, como GC-MIP-AED, CE-
HG-ICP-MS o GC-AFS (en pelo humano) o
esquemas de reduccion selectiva para diferenciar
entre Hgg" y mercurio total, por una parte y ng" y
MeHg por otra en mejillones, pelo humano y
esliércol. En lo que se refiere a la especiacion de
estafio, se han realizado estudios sobre
estabilidad de ftributil (TBT) y frifenil estano
(TPhT) en ostras, berberechos, sedimentos vy
agua marina, sobre la asimilacion y posteriores
vias de eliminacién de TBT por parte de almejas.




Asimismo, se han desarrollado métodos
analiticos para la determinacién de mono, di,
tri, butil y fenil estafio en moluscos,
sedimentos y agua y se ha monitorizado la
concentracion de estas especies en este tipo
de muestras de la cosla sudoeste espahola.
La especiacion de selenio en levadura,
mostaza y ajo, asi como en atin y mejillon
también ha sido objeto de estudio. Mencidn
especial merece el capitulo dedicado a la
proteica, campo en el cual se han publicado
un numero considerable de articulos, tanto
articulos de revisidbn general, como esiudios
especificos sobre diversos metales unidos a
proteinas tipo metalotioneina de
hepatopancreas de mejillon e higado de
anguila o conejo, utilizando diversas técnicas
de espectrometria de masas. También se ha
publicado un trabajo sobre especiacién de
cadmio unido a metalotioneinas de higado de
peces.

Sedimentos, suelos y lodos residuales: Las
investigaciones se centran en la etapa de
preparacion de la muestra, la estabilidad de
los compuestos o el empleo de dilucion
isotopica. La mayoria de los estudios en
sedimentos se han realizado sobre estafio, asi
se ha descrito la determinacién de mono, di y
ti metil, butil y/o fenil estafio utilizando

diversas técnicas combinadas. La
concentracion de  algunos de  estos
contaminantes se ha monitorizado en
sedimentos y lodos residuales. Se han

desarrollado métodos para la determinacion
de alguna de estas especies mediante PV y
GC con deteccion fotométrica de llama (PV-
GC-FPD), GC-MIP-AED, SPME-GC-MS o
HPLC con deteccion fluorimétrica. También se
ha descrito un método para la medida de
estafio organico total por GFAAS. Se han
revisado los diferenies tipos de detectores
utilizados en especiacion de organcestannicos
HPLC. Se ha trabajado en esquemas de
especiacion simultanea de estano y plomo en
sedimentos y en la determinacion de
organopliumbicos en particulas atmosféricas.
Se han comparado las técnicas (HPLC-HG-

AFS vs. HPLC-HG-ICP-MS) para Ia
especiacion de arsénico en muestras
medioambientales, se ha estudiado

especificamente la etapa de exiraccion de
especies de arsénico de sedimentos ricos en
6xido de hierro, asi como la diferenciacion
entre As(lll) y As(V) haciendo uso de la
generacion selectiva de hidruros y se han
propuestoc métodos para la medida de
arsénico inorganico, asi como de arsenito,
arsenato y metilarsénicos en suelos. Ademas,
se han publicado una serie de articulos sobre

diversos  aspectos relacionados con Ia
especiacion de selenio y mercurio en sedimentos
y de mercurio en suelos contaminados.

IV. Especiacidon miscelanea

En lo relatvo a la especiacion de
enantibmeros de Se ha trabajado basicamente
con selenoaminoacidos, estudiandose tanto los
acoplamientos de técnicas de separacion
capaces de resolver especies enantioméricas con
ICP-MS, como la posibilidad de realizar la
separacion con y sin derivatizacion previa. En
estos estudios la muesira objetivo ha sido
levadura enriquecida en selenio, y se han podido
resolver los enantiomeros de la selenometionina y
de la selenoetionina. Otra linea de trabajo ha sido
la especiacion de Ca y Zn en soluciones nutritivas
conteniendo caseina, glucosa y fructosa para
determinar su biodisponibilidad mediante ensayos
lanto in vitro como in vivo, observandose que el
pretratamiento de los alimentos puede modificar
la asimilacion de estos elementos, lo que puede
ser critico en dietas deficientes en los mismos.
Entre otros estudios que se estan realizando,
mencionar el desarrollo de polimeros de
impresion  molecular para el aislamiento,
preconcentracion y especiaciébn de compuestos
organoestannicos, y su aplicacion a aguas, biota
y sedimentos. En cuanto al empleo de
membranas en sistemas acuaticos, mencionar el
desarrollo de sistemas de muestreo pasivo para
la monitorizacion de compuestos
organomerclricos y organoestannicos en aguas.
En estos sistemas la acumulacién responde a un
proceso de difusion pasiva, por lo que la masa de
organometalicos acumulada en la membrana
receptora informa de la concentracion media de
las especies en el agua para tiempos de
exposicion  prolongados. También se han
empleado membranas liquidas en estudios de
especiacion de cromo y de lantanidos, basandose
en los diferentes coeficientes de permeacion que
presentan las distintas especies en solucién.

V. Dilucién isotopica

Uno de los problemas que se plantea en los
estudios de especiacion (al igual que en otras
areas de la QA) es la falta de seguridad en la
exaclilud y trazabilidad del proceso analitico
global. En este sentido la técnica de dilucion
isotopica se estd empleando en estudios de
especiacion, aunque aun a pequefia escala, para
la deteccion de posibles transformaciones de
especies que pudieran acaecer durante el
analisis. Se observan dos modalidades, adicionar
las especies enriquecidas en un is6topo o
adicionar los isotopos metalicos on-line a
continuacion de una determinada separacion,
normalmente por HPLC. Recientemente, en los
estudios de certificacion de nuevos materiales de




referencia de estafio y mercuric se han
utilizado técnicas de dilucidén isotépica con
deteccion por ICP-MS. A priori, la Unica
limitacion dentro de esta segunda tendencia
se centra en la disponibilidad de analitos
marcados isotopicamente, en Espana se han
sintetizado patrones para Cr y
organoestannicos enriquecidos en distintos
is6topos estables de Sn.

VI. Algunas estadisticas.

La importancia actual de este area de la
QA queda patente a la vista del elevado
numero de publicaciones, alrededor de 500
por afo. La contribucion de Espana a esta
produccion cientifica es importante, en torno a
160 articulos en los cinco Gltimos afios, lo que
nos sitia en un 6.5% anual. Cabe destacar
que alrededor del 85% de las publicaciones
pertenecen a revistas del area de QA y afines

con un elevado indice de impacto (primer tercio
de las tablas del SCI). Asimismo, en un tercio de
las publicaciones se emplea el ICP-MS como
tecnica de analisis. Resaltar que en la gran
mayoria de las universidades espafiolas hay
grupos dedicados a la especiacién, lo que
muestra que no se ftrata de una actividad
minoritaria con una gran produccién cientifica,
sino de un campo de estudio muy extendido en la
QA espariola. Si bien, hay un amplio campo de
estudio en areas como la metalémica, donde se
precisa de la estrecha colaboracién de expertos
en QA, bioguimica, medicina, etc.: asi como el
empleo de instrumentacion muy avanzada
(MALDI-TOF, ESI-MS, efc.).

NOTA: El trabajo con las citas bibliograficas
incluidas se puede solicitar en
mmgomez@qguim.ucm.es
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El desarrollo del Analisis Instrumental y su
posterior popularizacion ha hecho que
numerosos grupos de investigacion dediquen
sus esfuerzos a conocer la composicion de los
vinos.

La irrupcién de la cromatografia en fase
gas, los avances en la construccion de
columnas capilares con fases estacionarios
ligadas de polaridades muy diversas y el
empleo de detectores sensibles y especificos,
principalmente el de Espectrometria de Masas,
ha permitido aumentar, de dia en dia, Ia lista
de compuestos volatiles identificados en los
vinos. De esta forma a los alcoholes, 4cidos,
esteres, etc. identificados por procedimientos
clasicos y con contenidos de porcentajes se
fueron afadiendo  otras familias  de
compuestos como los terpenoles (1956) y las
meloxipiracinas (1975) de forma que ya en
1979 habia 600 componentes volatiles
descritos. Este nimero llegaba a 800 en 1989
y desde esa fecha la cifra ha seguido
creciendo por lo que se puede concluir que a
dia de hoy el numero sera cercano a 900.
Evidentemente las concentraciones a las que
se hallan los tltimos compuestos identificados
son de trazas y Gnicamente se han podido
identificar tras tediosos trabajos de aislamiento
Yy preconcentracion. Por tanto en el vino
coexisten sustancias volatiles a niveles de
porcentajes, denominados componentes
mayoritarios, con otras a nivel de nanogramos

(68

por litro denominados componentes minoritarios.

En el trabajo cromatogréafico, como sabemos.,
el grado de separaciéon entre dos sustancias se
expresa como resolucion y se acepia gue una
resolucion unidad corresponde a dos sustancias
perfectamente  separadas, es decir. gue
abandonan la columna cromatografica una
inmediatamente después de la otra. La capacidad
de una columna cromatogréfica de separar
sustancias se expresa por el nimero de platos
tedricos que proporciona. Una columna capilar
moderna proporciona algo mas de 100.000 platos
tedricos. Puede parecer que con semejante
numero de platos el problema de la separacién de
los componentes volatiles del vino estaria
resuelto. Sin embargo no es asi. Giddings, el
introductor de las columnas capilares, calculd gue
harian falta alrededor de 500 millones de platos
tedricos para separar 100 componentes de una
mezcla con una resolucién de 0,99,

¢Que significa esto en el caso del analisis de
los compuestos volatiles del vino? Sencillamente
que multitud de sustancias coeluyen de Ia
columna cromatografica. Si coeluyen compuestos
mayoritarios con compuestos traza y se esta
llevando a cabo el analisis de los mayoritarios,
esta coelucion no tiene importancia ya que el
aumento del area de un pico mayoritario por la
presencia de un traza es despreciable. Sin
embargo lo contrario invalida el analisis de Ia
traza y para eliminar esta interferencia es



