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Beckman introduce el P/ACE
para separaciones automaticas por Electroforesis

El P/ACE SYSTEM 3000 de Beclkman

il esta diseflado hoy pensando en el fo-

Ejemplo de 11 inyecciones de una
muestira de 5 microlitros hacha con
el P/ACE y con coeficiente de va-
riacién en el tiempo de migracién
menor de 0.25%.

turo.

Este sistema modular P/ACE 2000
muestra el camino de la evolucidn en
Electroforesis Capilar.

Un sistema de deteccidn intercambia-
ble posibilita futuras opciones de de-
teccidn. El control de la temperatura
proporciona una re idad inigua-
lable; y los viales de muestra hermdéti-
cos minimizan la e de la
muestra. Todo exclusivo del P/ACE.
También exclusivo, un precio razo-
nable.

... COMPRE el P/ACE hoy con las dlti-
mas lécnicas de separacidén en Elec-
troforesis Capilar, y consiga répidamen-
te separar proteinas, péptidos, oligo-
DNA y mucho mas.

51 desea mayor informacién contacte
con nosotros. Detrds de nuestros pro-
ductos siempre hay una persona a su
servicio.

BECKMAN
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Palabras del Presidente

Parece obligado iniciar cada numero de nuestro boletin con unas palabras
del presidente, que esta vez hemos sustituido por unas palabras de la vicepre-
sidenta. Estas palabras de introduccion al namero tienen como objetivo indicar
a los lectores las principales lineas de actuacion del grupo y los objetivos que
se ha propuesto alcanzar la Junta Directiva. Acabamos de celebrar nuestra
reunion anual, el pasado mes de noviembre en Reus y en ella pudimos vernos e
intercambiar impresiones y puntos de vista. Me corresponde por tanto hacer
algunas reflexiones sobre el desarrollo de la reunion y sus posibles frutos.

En primer lugar debemos felicitarnos tanto por el nimero de asistentes (202
inscritos) como por el numero de carteles y comunicaciones presentados (99).
Ademas el aumento de participantes permitido un mayor intercambio de ideas lo
que redunda en la mejora de |la calidad de la cromatografia en nuestro pais.
Quisiera también senalar la calidad de los trabajos presentados asi como las
intervenciones e intercambios de opinidn que se produjeron en las sesiones de
discusion de carteles y que permitieron poner sobre el tapete los problemas
encontrados por los autores, las soluciones propuestas asi como la sugerencia
de otras posibles todo ello dentro de un amplio intercambio de ideas.

En esta reunion introdujimos algunas variaciones que también quisiera
comentar, por un lado el mantenimiento de los carteles expuestos durante toda
la reunion lo que permitio una mayor comunicacion e interaccion entre los
participantes, asi como una exposicion comercial ubicada en la misma zona de
los carteles que fue muy bien acogida por los asistentes y que puede ser el
inicio de otras posibles actuaciones en este campo. Ademas las conferencias
que incluian temas de gran actualidad fueron seguidas con gran atencion por
los asistentes que las valoraron positivamente. También fueron muy bien reci-
bidas las dos mesas redondas que celebramos una sobre cromatogafia ionica y
la otra sobre espectrometros de masas de sobremesa como detectores croma-
tograficos que contaron con la colaboracion de diversas casas comerciales y
que permitieron que el publico se hiciera una idea del amplio abanico de pro-
puestas existentes y de sus diferencias, ventajas y limitaciones.

Las respuestas a las encuestas repartidas entre los asistentes nos llevan a
pensar que en general se valoro positivamente la organizacion de la reunion asi
como la organizacion de un curso sobre columnas capilares lo que anima a la
Junta Directiva a seguir en la linea iniciada.

Ya hemos iniciado la organizacion de la reunion del grupo para este afno, la
celebraremos en el marco de las Jornadas de Analisis Instrumental en Barce-
lona, del 7 al 9 de noviembre, coincidiendo con Expoquimia. La celebracion de
nuestra reunion en este marco, en el que se van a celebrar las reuniones de
otros grupos y conferencias generales en temas de actualidad en analisis ins-
trumental esperamos que pueda desarrollarse en la misma linea que la ultima
reunion y animamos a la participacion de todos los socios enviando trabajos y

asistiendo a la reunion.
Maria Teresa Galceran (Vicepresidenta)
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Analisis cuantitativo
de los carbohidratos libres de la leche
por cromatografia de gases

M.M. Calvo
Instituto de Fermentaciones Industriales (C.S.1.C.). Juan de la Cierva, 3.

28006 Madrid

INTRODUCCION

Uno de los problemas que tiene planteado el sector lacteo en el apartado de
las leches liquidas es conseguir un meétodo para diferenciar las leches procesa-
das por el tratamiento térmico recibido.

Martinez Castro y Olano (1978), Andrews (1984), Geier y Klostermeyer (1983)
y Burton (1984) entre otros, han propuesto la determinacion del contenido en
lactulosa para dicho fin. Asimismo se ha propuesto la determinacion de la
epilactosa o de la galactosa para diferenciar las leches UHT de las esterilizadas
(Olano y col., 1989).

Uno de los métodos empleados en la determinacion de la galactosa, epilac-
tosa y lactulosa ha sido la cromatografia de gases.

Los trimetil silil derivados (TMS) han sido ampliamente utilizados en el anali-
sis de carbohidratos por cromatografia de gases. Como donantes de grupos
TMS se han empleado entre otros: hexametildisilazano, trimetil clorosilano
(Sweeley y col., 1963), N-trimetilsilil imidazol (Butts y Jolley, 1970) y N-O-bis
(trimetilsilil) acetamida (Laker y Mount, 1980).

Entre los patrones internos utilizados figuran: tricosano (Muller y col., 1969),
turanosa (Laker, 1979), B-fenil glucésido (Martinez Castro y Olano, 1980) y
m-inositol (Demaimay y Baron, 1978).

Las fases mas utilizadas en el analisis de los carbohidratos libres de la leche
han sido la OV-17 y OV-25 (Haverkamp y col., 1971) y SE-54 (Nikolov y Reilly,
1982).

Las columnas utilizadas hasta el momento han sido las clasicas y las capila-
res. En las columnas capilares la lactulosa se eluye como un pico mayoritario
acomparnado de un hombro, posiblemente debido a algunas de las cinco for-
mas anomericas de la lactulosa. Si se basa la determinacion en la medida del
pico mayoritario, una variacion en la composicion anomerica podria dar lugar a
error. Para evitar variaciones en la composicion anomeérica de las muestras,
estas se deben equilibrar antes de su transformacion en trimetil silil derivados.

En el analisis de los azucares de la leche por cromatografia de gases la alta
concentracion de lactosa (aproximadamente un 5%) con respecto a la lactulosa
(entre un 0,001-0,02%) puede dificultar la cuantificacion de este ultimo azucar
al eluirse los dos disacaridos muy proximos. Esto puede crear problemas
cuando se trabaja con columnas de baja capacidad de carga, caso de las
columnas capilares, o cuando se trabaja con columnas de baja eficacia, caso de

las columnas clasicas.
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En estos ultimos anos se han desarrollado otro tipo de columnas, como las
microrrellenas y las de alto espesor de pelicula, con mayor capacidad de carga
que las capilares y mayor eficacia que las clasicas. Por ello pensamos que era
interesante llevar a cabo un estudio comparativo de la utilizacion de estos tipos
de columnas asi como las clasicas y capilares en el anélisis de carbohidratos
libres de la leche con el objeto de establecer las condiciones mas adecuadas

para este tipo de analisis.

MATERIALES Y METODOS
Columnas utilizadas

Las columnas ensayadas en el analisis de los carbohidratos libres de la leche
fueron:

— columna OV-17 capilar de silice fundida (25 m x 220 u d.i., espesor de fase
0,2 u) de Chrompack

— columna metil silicona de fase ligada y silice fundida (columna HP-17) (10
m x 530 u d.i., espesor de fase 2 u) de Hewlet Packard

— columna OV-17 clasica de acero inoxidable (3 m x 2 mm d.i. x 3,2 mm
d.e.). Fase al 3% sobre un soporte de Chromosorb W/HP de 80-100 mesh

— columna OV-17 microrrellena de acero pretratado (3 m x 0,8 mm d.i. x 1
mm d.e.). Fase al 2,5% sobre un soporte de Volaspher de 120-140 mesh

— columna mixta OV-17/0V-1 (80/20) microrrellena de vidrio (3 m x 0,8 mm
d.i. x 1 mm d.e.). Fase al 2% sobre un soporte de Volaspher de 120-140 mesh

— columna OV-17 microrrellena de acero pretratado (3 m x 0,8 mm d.i. x 1
mm d.e.). Fase al 2% sobre un soporte de Volaspher de 120-140 mesh desilani-
zado.

Las columnas clasicas y microrrellenas se prepararon en el laboratorio
siguiendo el método de Reglero y col. (1985).

Condiciones cromatograficas

Para los analisis se utilizo un cromatografo de gases Sigma 3B de Perkin
Elmer dotado de un detector de ionizacion de |llama. Los datos se recogieron en
un integrador Perkin ElImer mod. LCI-100.

En todos los casos se utilizo nitrégeno como gas portador. En las columnas
capilar y HP-17 se utilizé un divisor de flujo, o split. La relacion de split en
dichas columnas fue 1:100 en la capilar y 1:5 en la de alto espesor de pelicula.

Las condiciones de temperatura ensayadas en cada columna para el analisis
de los trimetilsilil derivados de los carbohidratos libres de la leche se muestran
en la tabla |.

Preparacion de las muestras

Se siguid el método descrito por Martinez Castro y Olano (1980). 1 ml de
leche (esterilizada o UHT) se llevé hasta 10 ml con metanol. Al cabo de una
hora se filtré conteniendo el filtrado los carbohidratos libres de la leche objeto

de estudio.
La adicion del patron interno se lleva a cabo anadiendo a 1 ml de la solucion

metandlica que contiene los carbohidratos 1 ml de una solucién de patrén
interno, al 0,1% en metanol/agua (70/30).
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Tabla |. Condiciones cromatograficas utilizadas en el analisis de los trimetlilsilil
derivados de los carbohidratos libres de la leche.

oV-17 HP-17 OoV-17 OV-17
capilar clasica  microrrellena
Temperatura inyector y
detector (2C) 280 280 280 300
Temperatura inicial del horno 235 230 240 200
Tiempo inicial (min) 1 10 — 2
Rampa de calentamiento
(2C/min) 39 30 — 15
Temperatura final del horno
(2C)240 240 240 270
Tiempo final (min) 20 20 — 15

Las soluciones metandlicas que contenian los carbohidratos y el patron
interno se evaporaron en un rotavapor a temperatura ambiente y a vacio. A
continuacioén se les afadié 0,1 ml de trimetilsilil imidazol manteniéndose a 65
°C media hora. Los trimetilsilil derivados asi obtenidos se inyectaron directa-
mente en el cromatoégrafo, o bien se les afiadié 0,1 ml de hexano y 0,2 ml de
agua inyectandose en la fraccion hexanica la cantidad requerida en cada tipo

de columna (0,2-1,2 ul).

Para los analisis en la columna capilar y en la HP-17 antes de obtener los
trimetilsilil derivados se equilibraron las formas anoméricas de los carbohidra-
tos afadiendo a las muestras previamente evaporadas 0,1 ml de piridina anhi-
dro, manteniéndolas a 65 2C una hora y media.

Calculo de los factores de respuesta

La identificacion de cada uno de los carbohidratos asi como de los patrones
internos se hizo inyectando soluciones puras de cada uno de ellos determinan-
dose en cada caso los tiempos de retencion de cada azucar.

Para la determinacion cuantitativa de los carbohidratos se calcularon pre-
viamente los factores de respuesta (FR) a partir de soluciones de carbohidratos
puros de composicion conocida, relacionandose las alturas obtenidas para
cada uno de dichos carbohidratos con las alturas de los patrones internos
ensayados.

Los FR se calcularon en las columnas: OV-17 capilar, OV-17 clasica, HP-17 y
OV-17 microrrellena con fase al 2% sobre un soporte desilanizado. En todas las
columnas se utilizo el p-fenil glucdésido como patron interno, salvo en la
columna HP-17 en la que se utilizaron |la trealosa y el perseitol como patrones.

En la columna HP-17 se inyectaron tres soluciones distintas 8 veces cada una
y en el resto de las columnas se inyectaron cuatro soluciones distintas tambien
8 veces cada una. El factor de respuesta de |a epilactosa se calculd aparte dada
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la poca cantidad, 5 mg, que disponiamos de este compuesto; se procedio inyec-
tando 8 veces cada una de las tres soluciones preparadas conteniendo cantida-
des conocidas de epilactosa y patron interno.

De cada una de las inyecciones se determino el factor de respuesta de cada

carbohidrato aplicando la formula:
mg del carbohidrato x area del patrén interno
mg del patrén interno x area del carbohidrato

El factor de respuesta aplicado posteriormente en la cuantificacion de cada
uno de los carbohidratos se determino calculando la media de los obtenidos en
todas las inyecciones de cada una de las soluciones preparadas.

Factor de respuesta =

RESULTADOS Y DISCUSION

Antes de realizar el calculo de los factores de respuesta, necesario para el
analisis cuantitativo con patron interno, se estudiaron la eficacia de cada
columna, asi como la resolucion que se obtenia entre cada uno de los carbohi-
dratos libres de la leche.

En las columnas antes mencionadas se calculo la eficacia utilizando el trime-
til silil derivado de la lactulosa. Como indices de la eficacia se calcularon el
numero de platos tedricos (n) y la altura equivalente a plato teérico (HEPT).

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla Il. La maxima eficacia
correspondio a la columna capilar, seguido de la microrrellena con fase al 2%
sobre soporte desilanizado, la columna clasica y la de alto espesor de pelicula.
En las columnas microrrellenas preparadas con soporte silanizado se obtuvie-
ron eficacias bajas, incluso menores a las de la columna clasica, esto puede
deberse a que los soportes silanizados no permitan una buena impregnacion de
la fase OV-17. La impregnacion no mejord cuando se utilizdo una fase mixta
OV-17/0V-1 (80/20) (p/p).

Tabla Il. Eficacias de las columnas ensayadas expresadas como numero de platos
tedricos (n) y altura equivalente a plato tedrico (HEPT).

Sekirna Eficacia
n HEPT (mm)

Clasica 3164,1 0,95
De alto espesor de pelicula 79494 1,26
Capilar 46616,0 0,21
Microrrellena al 2% 3795,5 0,91
OV-17/0V-1(80/20) microrrellena 6933,3 1,44
Microrrellena al 2,5% 1234,5 2,40
Microrrellena al 2% soporte desilanizado 11366,0 0,26
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Dados los pobres resultados obtenidos con las columnas microrrellenas ela-
boradas con soportes silanizados éstas se desecharon para los analisis poste-
riores. En el resto de las columnas se determind la resolucion entre los azuca-
res objeto de estudio utilizando las condiciones cromatograficas en las que se
conseguia la maxima eficacia.

La resolucion encontrada entre la a-lactosa y lactulosa fue suficiente para
conseguir una medida correcta de ambas areas. En todos los casos el pico
correspondiente a la B-epilactosa se solapaba con el de |la lactulosa por lo que
en determinaciones cuantitativas tuvo que tenerse en cuenta el area del pico de
la B-epilactosa determinado a partir del valor correspondiente de la a-
epilactosa conocida la composicion anomerica en equilibrio, 57% de a-
epilactosa y 43% de B-epilactosa (Martinez Castro y Olano, 1980).

En las figuras |, Il, Ill y IV se muestran cromatogramas de los trimetilsilil
derivados de los carbohidratos de la leche y de los patrones internos. Los
tiempos de eluciéon de las muestras fueron de 37 minutos en la columna de alto
espesor de pelicula, 35 minutos en la capilar, 25 minutos en la clasica y 16
minutos en la microrrellena. En las condiciones utilizadas para la columna
clasica los monosacaridos se eluyen con el disolvente (hexano).

&
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Fig. 1. Cromatograma de los trimetil silil deri-

vados de los carbohidratos libres de la leche Fig. 2. Cromatograma de los trimetil silil deri-

obtenidos con una columna capilar OV-17 de vados de los carbohidratos libres de la leche

silice fundida (Chrompack). 1 a 3-galactosa, 4- obtenidos con una columna clasica. OV-17 al

glucosa, 5-3 fenil glucésido (patrén interno), 6- 3% sobre Chromosorb W/HP 80-100 mesh. 1-8

a epilactosa, 7-lactulosa y /8 epilactosa, B-a fenil glucésido (patron interno), 2-lactulosa, 3-a
lactosa, 9-3 lactosa. lactosa, 4-5 lactosa.
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Fig. 3. Cromatograma de los trimetil silil derivados de los carbohidratos libres de la leche obtenidos

con una columna de metil silicona de alto espesor de pelicula. (HP-17, Hewlett Packard). 1 a

3-galactosa, 4-glucosa, 5-perseitol (patrén interno), 6-lactulosa, 7-trealosa (patrén interno), 8-a
lactosa, 9-73 lactosa.

Fig. 4. Cromatograma de los trimetil silil deri-
vados de los carbohidratos libres de la leche
obtenidos con una columna microrrellena. (OV-

17 al 2% sobre Volaspher 120/140 mesh desila- &

nizado). 1 a 3-galactosa y « glucosa, 4-3 glu- 23,

cosa, 5-3 fenil glucésido (patrén interno), 6-a \hh,, L

epilactosa, 7-lactulosa y 8 epilactosa, 8-« lac- e b y=CRtS :
tosa, 9-8 lactosa. 62 4 & 8 10 12 14 ismin.
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Calculo de los factores de respuesta

En la columna de alto espesor de pelicula el g-fenil glucésido se eluia con el
mismo tiempo de retencion que la lactulosa por lo que en esta columna se
utilizaron como patrones internos el perseitol, eluido a continuacion de los
monosacaridos, y la trealosa, eluido entre los disacaridos.

Los FR calculados, asi como los coeficientes de variacion determinados en
cada columna se muestran en la tabla 1ll.

Tabla lll. Factores de respuesta de los carbohidratos objeto de estudio (galactosa,
lactulosa, lactosa) en las distintas columnas cromatograficas.

Carbohidrato Fr(cv™)

Patron
Columna _

interno galactosa lactulosa lactosa
Clasica B-fenil glucoésido - 1,14 (20) 0,97 (3)

Trealosa — 0,85 (14) 0.86 (9)
Alto espesor de pelicula

Perseitol 091 (34) 1,20 (20) 1,21 (16)
Capilar B-fenil glucosido 0,55 (1,2) 3,28 (11) 3,28 (6)
Microrrellena B-fenil glucoésido 094 (6) 1,03 (13) 0,95 (4)

*cv = coeficiente de variacion.

Los coeficientes de variacion de los FR calculados en la columna de alto
espesor de pelicula son muy elevados usando tanto la trealosa como el persei-
tol como patrones. En la columna clasica el coeficiente de variacion del FR
calculado para la lactulosa fue bastante elevado (20%). Los coeficientes de
variacion de los FR calculados en las columnas capilar y microrrellena fueron
similares. En la columna microrrellena se calculd el factor de respuesta y el
coeficiente de variacion de la epilactosa, el factor de respuesta fue 1,56 siendo
el coeficiente de variacion calculado igual a 10,6%.

Dado que la silice que produce el trimetilsilil imidazol utilizado para la obten-
cion de los trimetilsilil de los carbohidratos se acumula en el detector, se ha
intentado soslayar este problema eliminando el exceso de reactivo mediante la
adicion de hexano y agua a la muestra, momentos antes de su inyeccion.

Para comprobar que la adicion de hexano y agua no alteraba la determina-
cion, se inyecto 9 veces una mezcla de patrones antes y después de anadir el
hexano y el agua, determinandose en cada caso los FR obtenidos para la lac-
tosa y la lactulosa asi como el coeficiente de variacion encontrado en cada caso
(tabla IV). No se encontraron diferencias significativas en las determinaciones
realizadas antes y después de anadir el hexano. Por ello en todos los analisis
posteriores realizados para cuantificar los carbohidratos se extrajeron los tri-
metilsilil derivados antes de su inyeccion, ya que de este modo disminuye en
gran medida la formacion de depodsito de silice en el detector.
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Tabla IV. Calculo de los FR lactosa y lactulosa en una mezcla de patrones inyectando los
trimetilsilil derivados de los carbohidratos antes y después de extraerlos con hexano.

FR de la lactulosa FR de la lactosa

Sin hexano Con hexano Sin hexano Con hexano
2,92 3,16 2,78 2,86
3,62 3,69 3,73 3,46
3,25 3,73 2,84 3,14
2,66 3,08 2,99 3,49
3,00 3.15 3,27 3,53
3,07 3,43 3,06 3,30
3,29 3,84 3,42 3,20
3,12 3,11 3,34 3,33
3,28 3,20 3,49 3:17

X=3813 X =338 X = 3,21 X = 3,28
CV® = 8,65% CV® = 8,94% CV' =9,88% CV" = 6,44%

CV = coeficiente de variacion.

Dado que en la columna microrrellena se conseguia la elucion de los carbo-
hidratos en poco tiempo y que los FR calculados con esta columna no mostra-
ron coeficientes de variacion muy elevados, esta columna fue la elegida para la
cuantificacion de los carbohidratos en las muestras objeto de estudio.

Los factores de respuesta calculados en la columna microrrellena fueron
recalculados periodicamente, no encontrandose variaciones apreciables
durante el tiempo en que se llevaron a cabo los anélisis cuantitativos.
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Aplicacion del método Simplex a la
optimacion de técnicas cromatograficas.
|. Fundamentos y teoria

J. Tabera
Instituto de Fermentaciones Industriales (C.5.1.C.)

INTRODUCCION

Es bien conocida la frecuencia con que se presenta en cromatografia la
necesidad de optimar una determinada técnica. La optimacion exige probar
experimentalmente las combinaciones a que pueden dar lugar los distintos
valores a ensayar para las variables que van a influir en el mejor o peor resul-
tado de dicha técnica. También es frecuente que el numero de variables con
influencia conocida o supuesta en el resultado final sea elevado, en cuyo caso
resulta imprescindible una buena planificacion si no se quiere llegar a un
numero abrumador de experiencias, muchas de las cuales proporcionaran
informacién redundante o poco util. Los métodos de optimacion empirica tie-
nen por objetivo, precisamente, obtener las condiciones 6ptimas de un proceso
con la maxima seguridad y el minimo esfuerzo experimental. En este articulo se
describe el metodo Simplex. En uno posterior se daran los listados de dos
programas puestos a punto para realizar por ordenador los calculos necesarios
para su uso, asi como un ejemplo practico de su aplicaciéon al analisis
cromatografico.

EL METODO SIMPLEX

El método Simplex, de los simplex sucesivos 0 de optimacion autodirigida (1)
fue propuesto por primera vez por Spendley et al. (2) y ha sido ampliamente
utilizado desde entonces. Aunque el aspecto que aqui mas nos interesa es su
uso en optimacion empirica (3-10) conviene indicar que se utiliza también con
frecuencia para el ajuste no lineal de funciones matematicas (11-15) que ha
dado lugar a aplicaciones tan interesantes en cromatografia como la evalua-
cion cualitativa y cuantitativa de cromatogramas de mezclas complejas (16). No
debe confundirse el método Simplex de optimacion autodirigida con el método
Simplex de disefo estadistico de experimentos, a menudo conocido como di-
sefio de mezclas o disefio Simplex en latices, también ampliamente utilizado
(17-19) que es, de hecho, un disefio factorial restringido.

Un procedimiento de optimacion empirica consiste, esencialmente, en medir
los efectos que producen en el comportamiento de un proceso determinados
cambios en las variables de operacion, y deducir de los resultados las direccio-
nes en que deben realizarse nuevos cambios para obtener mejoras en dicho
comportamiento. Se ensayan los nuevos valores de las variables y se repite el
procedimiento hasta que dejen de conseguirse mejoras. Aunque pueden pre-
sentarse situaciones mas complicadas, en una primera aproximacion puede
imaginarse el comportamiento de un proceso dependiente de dos variables
como un monticulo con el 6ptimo situado en la cima. Para cada par de valores
de las variables existira un valor de la respuesta que se corresponde con la
altura o cota del monticulo en ese punto. La respuesta puede ser cualquier
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magnitud en funcion de la cual interese estudiar el comportamiento del pro-
ceso (p.ej. el rendimiento de una reacciéon quimica, la pureza de un producto, el
area de un pico cromatografico, la resolucion de una zona del cromatograma,
etc.) y puede obtenerse una representacion bidimensional del mismo trazando
lineas de isorrespuesta, similares a las curvas de nivel de un mapa topogréafico.

La Fig. 1 es una representacion de esta indole donde las curvas de nivel estan
cuantificadas como porcentaje del valor 6ptimo de la respuesta. Si se realiza-
sen las experiencias correspondientes a los puntos ABC, que forman un trian-
gulo, se obtendria para el punto A el valor mas desfavorable de respuesta.
Realizando una nueva experiencia en el punto D (simétrico de A respecto al
lado BC) obtendriamos un nuevo triangulo BCD cuyo vértice de peor resultado
seria el B, que reflejado daria lugar al E, y asi sucesivamente (Fig. 1.a). De esta
manera, despreciando el vértice de peor respuesta y sustituyendolo por su
simeétrico, es decir, llevando a cabo solamente una nueva experiencia cada vez,
iriamos progresando de triangulo en triangulo hasta llegar al punto |, la maxima
aproximacion al optimo que podemos conseguir. De la observacion de la Fig.
1.b se deduce que partiendo de un triangulo de menor tamano se habria conse-
guido una mejor aproximacion al 6ptimo, aunque a costa de realizar mayor
numero de experiencias.

S—

Fig. 1. Esquema de optimacién por el método Simplex. Influencia del tamafio elegido.

El método Simplex hace uso de este principio generalizandolo para espacios
multidimensionales. Para dos dimensiones la figura geomeétrica a repetir seria,
como hemos visto, un triangulo equilatero, para tres dimensiones un tetraedro
regular y para mas de tres un simplex, es decir, un hiperpoliedro regular con
k+1 vértices en un espacio de k dimensiones. Aunque el desarrollo que sigue se
refiere a un simplex regular, dicha regularidad no es imprescindible (20).

Una vez definidas las variables de proceso y el dominio experimental a estu-
diar, el método Simplex procede como sigue (2):
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1. Disefio experimental inicial

Se construye un simplex inicial de arista unidad, de k dimensiones, definido
por la matriz:

(1)

07T O
"o
L0 00
00 0

donde:
p = (1/1.414 k) ((k-1)+(k+1)1/2) (2)
q = (1/1.414 k) ((k+1)1/2-1) (3)

Las filas de la matriz dan las k coordenadas de los k+1 vértices del simplex y
las columnas dan los diferentes valores a ensayar para cada variable. Cada
vértice representa una experiencia y cada coordenada representa el valor de
una variable correspondiente a esa experiencia.

Los valores 0, py q de las ecuaciones 1 a 3 son coordenadas matematicas; los
valores fisicos de las variables investigadas pueden calcularse a partir de las
matematicas del siguiente modo:

Xfis = X0 + Xmat (X2 - x1) / € (4)

donde xiis s el valor fisico de la variable x, xmat la correspondiente coordenada
matematica, xo su nivel de base u origen (valor fisico del punto de partida), x1y
x2 los valores minimo y maximo, respectivamente, del intervalo experimental
estudiado y e el numero de unidades matematicas en que se ha dividido el
dominio experimental. En otras palabras, (x2 - x1)/e es el valor fisico corres-
pondiente a una unidad matematica para la variable x, o sea, su factor de
escala. Notese que el investigador puede elegir libremente los valores de xg, X1,
X2 y e de acuerdo con su conocimiento previo del problema y recuérdese (Fig.
1) que, fijado el dominio experimental, el valor de e va a determinar el tamano

del simplex.

2. Generacion de los sucesivos simplex. Progresion.

Una vez realizadas las experiencias del simplex inicial, So, se identifica el
veértice Vi (xi1, Xi2, Xik) de peor respuesta y se realiza una nueva experiencia en
el punto Vi*, simétrico de Vi respecto al hiperplano formado por los vértices
restantes. Se obtiene asi un nuevo simplex, S1, formado por Vi* y los k vértices
en comun con Sg. Las coordenadas del nuevo vertice, en notacion vectorial,

son:
Vi' — vc + (Vc - V|) {5}
donde V¢ es el centroide de los vértices retenidos (comunes a ambos simplex):

Ve =1/k (V1 4+ V2 + ... Vi1 + Vity + ... Vi) (6)
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Este procedimiento se repite para moverse de S1 a Sz, de Sz a S3 y asi
sucesivamente. Notese que el unico requisito que se exige a las respuestas
obtenidas para aplicar este método es poder identificar la peor de ellas para
despreciar ese vertice y calcular las coordenadas del simétrico; en consecuen-
cia, no es imprescindible cuantificar los resultados, el método es aplicable
también a aquellas situaciones en que solamente se pueda establecer un orden
de preferencia en las respuestas obtenidas.

3. Reglas de progresion para situaciones especiales
3.1. Salida del dominio experimental

Como consecuencia de la naturaleza de autodireccion del método, el movi-
miento a través de los simplex puede llevarnos fuera del dominio experimental
prefijado. Puede evitarse una tal violacion de frontera asignando al correspon-
diente vertice, sin hacer la experimentacion, la peor respuesta, con lo que el
simplex estara obligado a volver al campo experimental por aplicacion de las
reglas expuestas en los apartados 2 y 3.3 (21).

En este punto conviene hacer un comentario acerca de la importancia de la
violacion de frontera: a diferencia de otros disenos experimentales cuyo obje-
tivo es la obtencion de un modelo del proceso en el dominio experimental
estudiado, y so6lo en él, el método Simplex se utiliza para dirigirnos a la zona de
optimo del proceso, zona que no necesariamente estara incluida en la region
experimental prefijada. Asi pues, no tiene demasiado sentido en este caso
hablar de una region experimental estricta y, consecuentemente, de violacio-
nes de frontera. Los valores maximos y minimos de cada variable experimental
no deben entenderse, en general, en un sentido restrictivo, sino como necesa-
rios para la conversion de unidades matematicas en fisicas mediante la ecua-
cion 4. De hecho, hay algunos autores (22) que utilizan una formulacién alter-
nativa de dicha ecuacion que no presupone dominio experimental alguno. A
pesar de todo, pueden darse situaciones que originen salidas de la region
experimental inaceptables por deberse a posibles discontinuidades en el com-
portamiento del proceso (por ejemplo un cambio de estado o una descomposi-
cion quimica al alcanzar ciertos valores de presion o de temperatura), o0 a
imposibilidad de experimentar en dicha zona (limitaciones del equipo o del
procedimiento). En estos casos el dominio experimental si es importante y
podemos mantener al proceso confinado en él por el sistema descrito.

3.2. Observacion demasiado vieja

Cuando un vértice ha sido conservado durante k—+1 simplex sucesivos, puede
que se haya encontrado para €l un valor de respuesta falsamente alto debido a
error experimental. En lugar de seguir la progresion normal como se indica en
el apartado 2, hay que repetir la observaciéon en ese punto. Si el nuevo valor de
respuesta coincide con el anterior se continta el movimiento tal como estaba
previsto; de no ser asi, se utilizara el nuevo valor, previamente comprobado,
para decidir qué vértice se ha de desechar.

3.3. Regreso al simplex anterior

Si el vertice Vi" resulta ser el peor del nuevo simplex, la aplicacion de la
reflexion nos devolveria al anterior. Se llegaria asi a una situacion de estanca-
miento, oscilando entre Vi y Vi*. Para evitarlo, en lugar de rechazar V;* se
rechaza el segundo peor vertice del nuevo simplex.
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4. Final de la optimacioén

Las reglas de progresion estan disefiadas de manera que al llegar a las pro-
ximidades del 6ptimo, los sucesivos simplex giraran continuamente alrededor
de él. En dos dimensiones no existe dificultad para determinar cuando se ha
alcanzado este pues, dada la capacidad de agrupamiento compacto de los
triangulos equilateros, éstos llegaran a superponerse, dando lugar a experien-
cias exactamente iguales a las ya realizadas. Sin embargo, los tetraedros y
otros simplex de mayor numero de dimensiones no presentan dicha capacidad,
por lo que daran lugar a experiencias parecidas pero no iguales a las ya realiza-
das, por tanto mas dificiles de identificar (21). En estas circunstancias puede
admitirse que se esta en zona de 6ptimo cuando en dos 0 mas movimientos
sucesivos no se consiguen mejoras en la respuesta. Alcanzada la zona de
optimo, pueden adoptarse tres decisiones:

4.1. Reducir el tamano del simplex para mejorar la aproximacion al 6ptimo
(Fig. 1. a, b).

4.2. Centrar en dicha zona un disefio de segundo grado que, ademas de
permitir localizar el Optimo con mayor precision, proporcionara un modelo del
comportamiento del proceso en sus alrededores, |0 que no puede conseguirse
con el método Simplex.

4.3. Dar por finalizada |la busqueda si se considera haber conseguido sufi-
ciente mejora.

Por ultimo, conviene indicar la siguiente propiedad del método Simplex: si se
realiza un movimiento equivocado, la capacidad autodirectiva del método
reorientara el movimiento, de modo que la unica consecuencia sera un retraso
en la aproximacion al 6ptimo, que se producira a pesar del error.

EL METODO SIMPLEX MODIFICADO

Se han descrito varias limitaciones del método Simplex entre las que cabe
destacar como fundamental que la eleccion del valor e (ec. 4) al principio de la
optimacién condiciona la velocidad de progreso a lo largo de todo el procedi-
miento y la precision de la localizaciéon del 6ptimo al final del mismo, lo que le
confiere cierta rigidez. Nelder y Mead (20) introdujeron una variaciéon en el
meétodo (método Simplex modificado) que le permite aumentar o disminuir el
alcance de cada movimiento dependiendo de los resultados que se vayan
obteniendo.

Las reglas de progresion y de finalizaciéon quedan sustituidas, en el nuevo
método, por las siguientes (20, 21, 24):
1. Las coordenadas del nuevo vertice se calculan mediante:

Vi'=C+a (C- Vi (7)

dando a « el valor 1, con lo que se realizara una reflexion normal obteniéndose
el simétrico de Vi (punto A de la Fig. 2) del mismo modo que con la ecuacion 5.
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2. Sila respuesta en A se situa entre la mejor (punto M de la Fig. 2) y la segunda
peor (punto S de la Fig. 2), el nuevo simplex sera el formado por los puntos
retenidos mas el A (igual que el método no modificado).

3. Si la respuesta en A es mejor que todas las demas, o que indica que nos
movemos en la direccion adecuada, expandir el simplex haciendo « > 1 (nor-
malmente &« = 2) con lo que se obtendria el punto B de la Fig. 2.

3.1. Silarespuesta en B es mejor que en A, el nuevo simplex sera el formado
por los puntos retenidos mas el B.

3.2. Si la respuesta en B no es mejor que en A, el nuevo simplex sera el
formado por los puntos retenidos mas el A (de nuevo igual que en el método no
modificado).

4. Si la respuesta en A es peor que la segunda peor, lo que indica un movi-
miento no satisfactorio, contraer el simplex haciendo « < 1. Esto ocurrira nor-
malmente en las cercanias del 6ptimo.

4.1. Sila respuesta en A no es peor que en Vi, hacer una contraccion con 0 <
a <1 (normalmente a« =0.5), con lo que se obtendria el punto C de la Fig. 2. El
nuevo simplex sera MSC.

S

Fig. 2. Método Simplex modificado. Simplex inicial: V|, peor vértice; S, segundo peor vértice; M,
mejor vértice; A, reflexion; B, expansién; C, contraccién; D, contraccién negativa; E, cambio de
direccion.
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4.2. Sila respuesta en A es peor que en Vi, hacer una contraccion negativa,
con -1 < a <0 (normalmente « = -0.5), obteniéndose el punto de la Fig. 2. El
nuevo simplex sera MSD. Esta misma regla se aplicaria cuando se produjeran
violaciones de frontera, puesto que se asignaria la peor respuesta.

5. Silarespuestaen C es peorqueen A o larespuestaen D es peorqueenV,, la
contraccion no ha tenido éxito, en cuyo caso se debe modificar la direccion del
movimiento rechazando el segundo peor vertice (S en el simplex MSA). Se
llegaria asi al punto E de la Fig. 2.

6. Continuar hasta que el tamano del paso sea menor que una cantidad prede-
terminada (por ej.: 1% del intervalo de cada variable). De esta manera tendre-
mos una idea precisa de cuando finalizar la optimacién fijando a voluntad la
precision en las variables que nos interese.

Es evidente la superior flexibilidad del método modificado permitiendo acele-
rar o retardar la progresion segun convenga. De la Fig. 2 se deduce inmediata-
mente la pérdida de la regularidad del simplex, lo que, como ya se indico, no es

esencial.
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Aplicacion del método Simplex a la
optimacion de tecnicas cromatograficas.
ll. Programas de calculo y ejemplo practico

J. Tabera, G.P. Blanch
Instituto de Fermentaciones Industriales (C.S.1.C.). Juan de la Cierva, 3.

28006 Madrid

INTRODUCCION

En un articulo anterior (1) se expuso la importancia de los métodos de opti-
macion empirica en cromatografia y se desarrollaron los fundamentos y la
teoria del método Simplex o de optimacién autodirigida. En este articulo se
presentan dos programas de calculo para dicho metodo y un ejemplo practico
de optimacion de una tecnica cromatografica.

PROGRAMAS DE CALCULO

En el anexo | se incluyen los listados de dos programas codificados en len-
guaje GW BASIC (BASICA) para realizar todos los célculos necesarios en el
metodo Simplex (normal y modificado).

El primer programa (SIMPLEX1) realiza los calculos correspondientes al
disefio simplex inicial. Introduciendo por teclado el niumero de variables, se
calcula e imprime la matriz de coordenadas matematicas del simplex inicial (ec.
1) (los simbolos y ecuaciones que se indiquen a partir de ahora se refieren a los
aparecidos en el primer articulo (1)). Posteriormente se solicita del operador el
valor e y el nombre, simbolo, unidades, valores minimo, maximo y origen para
cada variable (ec. 4), tras lo cual se calcula e imprime la matriz de coordenadas
fisicas. Finalmente se almacenan en un fichero de datos de acceso secuencial
los valores k y e del disefio, el simbolo, x1, x2 y xo de cada variable y las
coordenadas matematicas del simplex inicial. A este fichero se le asigna el
nombre del diseno solicitado al operador al principio del programa.

El segundo programa (SIMPLEX2) realiza los calculos correspondientes al
movimiento a través de los simplex sucesivos. Opera sobre el fichero de datos
creado por el programa anterior y a diferencia de él, que se ejecuta una sola vez
para cada optimacion, este debe ejecutarse cada vez que se realice un movi-
miento. Primeramente solicita el nombre del disefio para identificar el fichero
de datos y luego el numero de orden del movimiento a realizar, que necesita
para dimensionar la matriz de coordenadas y el vector de indices de fila, que
han de ser actualizados. A continuacion abre el fichero de datos, lee su conte-
nido y solicita los vértices a conservar y el vertice a rechazar asi como el valor
de a segun se desee hacer reflexion, expansién, contraccién o contraccion
negativa del simplex. Calculadas las coordenadas matematicas del nuevo vér-
tice se actualiza con ellas el fichero de datos y se calculan las coordenadas
fisicas. Finalmente se imprime el informe del movimiento: numero de orden,
vértices conservados, vertice rechazado, composiciéon del nuevo simplex, valor
de « y coordenadas matematicas y fisicas del nuevo vertice.
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EJEMPLO DE APLICACION

Se pretendia mejorar el analisis por cromatografia de gases de los volatiles
presentes en el espacio de cabeza (2) de un mosto de uva. La técnica a optimar
era la inyeccion de dicho espacio de cabeza, haciendo burbujear un gas inerte
en el mosto (3-5). Las variables estudiadas fueron: flujo de gas de arrastre,
tiempo de paso del gas de arrastre, volumen del espacio de cabeza y tempera-
tura del mosto; sus simbolos, unidades, valores maximos y minimos y origenes
se recogen en la salida impresa del programa SIMPLEX1 utilizado en esta
optimacion (Anexo Il), donde también aparecen los valores de k y e empleados
y las matrices de coordenadas matematicas y fisicas. La interpretacion de la
matriz de coordenadas fisicas es obvia: cada experiencia se hara dando a cada
variable el valor que le corresponde en su fila. Asi, la exp. 1 se hara a 8 ml/min
de flujo de gas de arrastre, 15 min de tiempo de paso de gas de arrastre, 100 ml
de volumen de espacio de cabeza y 55 2C de temperatura del mosto. Se preten-
dia encontrar las condiciones experimentales en las que se obtuviera el maximo
de informacion, por lo que se establecié como objetivo conseguir el maximo
numero y area de picos posible en el cromatograma. Se utilizé como respuesta
la suma total de areas. En la Tabla | se recogen las respuestas para cada
experiencia. Los valores consignados en la misma son la media de la suma total
de areas de dos cromatogramas realizados en identicas condiciones.

Tabla |. Respuesias oblenidas® en las experiencias de optimaciéon

Area/103 Area/10°
Experiencia (u.a.) Experiencia (u.a.)

1 488.63 10 2785.80
2 619.97 11 1740.16
3 1012.94 12 3290.54
4 580.17 130 —
5 892.84 14b -
6 1616.56 150 —
7 1501.16 160 —
8 1813.13 17b —
a 1665.47

8 Media de la suma de areas de dos cromatogramas.
b Experiencias no realizadas por violacién de frontera.

En el Anexo ||l se recogen las salidas a la impresora del programa SIMPLEX2,
ejecutado una vez por cada movimiento, usando el método no modificado y el
fichero de datos CTADICB89 generado con el programa anterior. La informacion
incluida es suficientemente explicita como para no precisar mayores aclaracio-
nes. Por supuesto, el vértice despreciado en cada caso fue el que dio lugar al
cromatograma de menor area (Tabla |). Obsérvese que en las experiencias 9,
11,12, 15y 16 se producen violaciones de frontera en la variable tiempo de paso
de gas de arrastre, de las que hemos hecho caso omiso por considerarlas
irrelevantes. No ha sido éste el caso de las experiencias 13 a 17, en que se
produce una violacion de frontera en la variable temperatura en su limite supe-
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rior, a laque hemos concedido importancia por el posible peligro de alteracion
termica del mosto. A partir de ensayos previos conducentes a comprobar la
maxima temperatura tolerable en nuestro sistema sin que se produjeran altera-
ciones en el cromatograma, decidimos no superar en ningun caso el limite
superior del intervalo. De acuerdo con esto y con la regla de progresidn a usar
cuando se producen violaciones de frontera, dichas experiencias fueron deses-
timadas sin llegar a efectuarlas.

El vértice 13 se obtuvo en el movimiento nimero 8 al despreciar el 9, el peor
de su simplex (S;). En dicho vertice se produce violacion de frontera inadmisi-
ble en |la variable temperatura, por lo que no se lleva a cabo, asignandole la peor
respuesta. No obstante no se puede rechazar ese vertice 13 pues de nuevo se
obtendria el 9. De acuerdo con el apartado 3.3 de las reglas de progresion (1),
se rechaza el segundo peor vértice en el nuevo simplex, es decir, el 11 en S;. Se
obtiene asi el vértice 14 en el que se produce una nueva violacion de frontera en
la variable temperatura.

Después de dos movimientos sin obtener mejoras en la respuesta se puede
considerar que se ha alcanzado la zona de éptimo. No obstante se realizaron
aun, a efectos de comprobacion, los movimientos numeros 10, 11 y 12, resul-
tando de todos ellos sendas violaciones de frontera en la temperatura (vértices
15, 16 y 17). Esto indica claramente una tendencia a temperaturas mas altas,
donde se producen mas picos, tendencia que no se puede seguir, pues por
encima de 80 °C parte de los mismos se deberan a alteraciones. Obsérvese
ademas que, a partir del movimiento numero 8, cada vez se van conservando
mas vertices inaceptables mientras se rechazan vértices mejores que ellos, lo
que va en contra de la filosofia del método. Esta pues plenamente justificada en
este caso la parada después del segundo movimiento sin mejora.

Como puede verse en la Tabla |, las mejores condiciones son las de la expe-
riencia numero 12, que supone una mejora en area de casi 7 veces respecto a
las condiciones iniciales. Destaquemos que esa mejora se ha obtenido reali-
zando, con 4 variables, solamente 14 experiencias.
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ANEXO |

]{] REH LA L L b R R A b L 2 LA B L b b bR b b b L Ll

20 REM * FROGRAMA SIMPLEX!1 ’
3{] REH SEsSESSSE RO E PR R AR ERERE R EETER
40 INPUT "SALIDA A IMPRESORA (5/N)";R$
50 INPUT "NOMBRE DISENO";N$%

60 IF R$="5" OR R$="s" THEN LPRINT N%

?D HEH AT R R R R SRR AR R R R R R R RS R R R R R R R R R R R R E Y

80 REM * CALCULO E IMPRESION DE LAS COORDENADAS MATEMATICAS *

ED HEH L2 L A R I A R R R TR R0 R AR R R R R R R R R R R R AR R B0

100 INPUT “NO. VARIABLES";K
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110 DIM XMOK+1,K)  XF (K+1,K), X1 (K) ,X2(K),0(K) ,XNE(K) ,XS3(K) ,XUS (K)
120 P=(1/(K*SQR(2)1)*((K-1)+50R(K+11))

130 Q=(1/(K*SQR(2))) *(SQR(K+1)-1)

140 PRINT:PRINT

150 IF R$="S" OR R%$="s" THEN LPRINT:LPRINT:LPRINT

160 PRINT "COORDENADAS MATEMATICAS (K=";K;")"

170 IF R$="5" OR RI="s" THEN LPRINT "COORDENADAS MATEMATICAS (K=";K:")°
180 PRINT:PRINT

190 IF R$="5" OR R$="s" THEN LPRINT

200 FOR I=1 TO K+1

210 PRINT TAB(O) I;

220 IF R$="S" OR R$="s" THEN LPRINT TAB(O) I.

230 FOR J=1 TO K

240 IF I=1 THEN XM(I,J)=0:G0T0 270

250 IF I<>»1 AND J=I-1 THEN XMI(I,J)=P:G0OTO 270

260 XM(L,d)=Q

270 PRINT TAB(J*12) XM(I.J);

280 IF R$="S" OR R$="s" THEN LPRINT TAB(J®12) XM(I,bJ):

290 NEXT J

500 NEXT 1

3"”] REH "TTitrtszrrrrix s RRR R RS R R R AR R R R R R L R R AR R R R L

320 REM * DEFINICION DEL CAMPO EXPERIMENTAL Y DEL ORIGEN *

SSD REH T YT ittt e AR R R R R R R R R L R LR L L L

340 PRINT:PRINT:INPUT "E";E

350 PRINT:PRINT:PRINT:PRINT "CAMPO EXPERIMENTAL":PRINT

360 IF R$="S" OR R%$="s" THEN LPRINT:LPRINT:LPRINT:LPRINT "CAMPO EXPERIMENTAL":LP
RINT

370 PRINT TAB(Q) "VARIABLE";TAB(40) “V, MIN,";TAB(50) "V. MAX.";TAB(60) "ORIGEN"
380 IF R$="S" OR R$="s" THEN LPRINT TAB(O) "VARIABLE";TAB(40) "V. MIN.";TAB(50)
"V. MAX.";TAB(60) "ORIGEN"

390 FOR J=1 TO K

400 PRINT "VARIABLE ";J

410 INPUT "NOMBRE" ; XN3 (J)

420 INPUT "SIMBOLO" ;XS%(J)

430 INPUT "UNIDADES";XU3$(J)

440 INPUT "VALOR MIN.";X1(J)

450 INPUT "VALOR MAX,";X2(J)

460 INPUT "ORIGEN";0(J)
470 PRINT TAB(D) XNS(J) ;" ";XS$(J);"(";XUS(J);")";TAB(40) X1(J);TAB(50) X2(J);T

AB(60) 0O(J)

480 IF R$="S" OR R$="s" THEN LPRINT TAB(O) XNS(J);" ";XS58(J);"(";XUS(J);")";TAB
(40) X1(J);TAB(50) X2(J);TAB(60) OCJ)

490 NEXT J

Eun REH T Tiltlltitrrrrrrrra i R R R L R R R R R R R R R

510 REM * CALCULO E IMPRESION DE LAS COORDENADAS FISICAS *

EED REH Y s e R E R TR R R R AR R R R R R R AR R R L R R R R A R L L L L AL Al

530 PRINT "COORDENADAS FISICAS (E=";E;")"
540 IF R$="S" OR R$="s" THEN LPRINT:LPRINT:LPRINT “COORDENADAS FISICAS (E=";:;E;")

550 PRINT:IF R$="S" OR R$="s" THEN LPRINT

560 PRINT TAB(O) "EXP."; '

570 IF R$="S" OR R$="s" THEN LPRINT TAB(O) "EXP.";

580 FOR J=1 TO K

590 PRINT TAB(1+J*12) X5%(J);

600 IF R$="S" OR R$="s" THEN LPRINT TAB(1+J®12) X33(J);
610 NEXT J

620 FOR I=1 TO K+l

630 PRINT TAB(D) [;

640 IF R$="S" OR R$="s" THEN LPRINT TAB(O) I;

650 FOR J=1 TO K

660 XF(I,J)=0(J)+XM(I,N*(X2(N-XT1(J])/E

670 PRINT TAB(J*12) XF(I,J);

680 IF R$="S" OR R$="s" THEN LPRINT TAB(J*12) XF(I,J});
690 NEXT J

700 NEXT I

710 HEH T Ll ittty TR TR RS R R R R R R R A R R L R L L AL AL AL

720 REM * ALMACENAMIENTO EN FICHERO DE DATOS DE ACCESO SECUENCIAL *

?SD HEH 'TIitlitltt TR ER RE RS SRR R R R AR R AR R R R Rl Rl b

740 OPEN N$ FOR OUTPUT A5 RI
750 WRITE R1.K,E
760 FOR J=1 TO K
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770
780
790
800
810
820
830
840
850

310
320
330
340
350
360
370
580
390
400
410
420
430
440
450
460
470
480
490
500
510
520
530
540
550

WRITE R1.XS5$(J),X1(J) . X2(J) .0
NEXT J
FOR I=1 TO K+1
FOR J=1 TO K
WRITE RI,XM(I.,J)
NEXT J
NEXT I
CLOSE RI
END
¥ ¥ *
REH SeeEsSSSESEEE NS ESFF RS R PR EEES
REM = PROGRAMA SIMPLEXZ2 .
REH LA LA L L Rl Al i LAl B i dd d )
INPUT “SALIDA A LA IMPRESORA (S/N)":RS$
INPUT “NOMBRE DEL DISERO" ;NS
INPUT “"MOVIMIENTO NO.":M
REH sEsd s e R EE SRR EEREAREERPRE PR R DR R FESREEREE N
REM * LECTURA DEL FICHERO DE ACCESO SECUENCIAL Y
REM ®* ENTRADA DE DATOS PARA EFECTUAR MOVIMIENTO
EEH T I I R R T R R R R RN R AR R RR R R R RN R RN R RN R R R R NN R DR
OPEN NS FOR INPUT AS R1
INPUT R1.K.E
DIM XSS(K) , X1(K) X2¢(K)},0(K) , XM(K+M K)  XF(K) ,VIE+M) ,SXM(K) ,P(K) ,R(K)
FOR J=1 TO K
INPUT R1,XS$(J) . X1(J),.X2(J),0(1)
NEXT J
FOR L=1 TO K
INPUT "CONSERVAR VERTICE";V(L)
NEXT L
ViK+M)=2.6229
INPUT "RECHAZAR VERTICE" ;W
INPUT "VALOR ALFA";ALFA
FOR J=1 TO K:SXM(J)=0:NEXT J
FOR I=1 TO K+M
FOR J=1 TO K
INPUT R, ,XMII,J)
NEXT J
NEXT I
CLOSE R1
REH (E T RER R T RE R AR R R RGN ERERESRZTSESENDE]
REM * CALCULO DE LAS COORDENADAS DE MUEVD =
REM *= VERTICE Y ACTUALIZACION DEL FICHERO =
REH ([ E T2 R R R R R R R R R R R R R
FOR L=1 TO K
FOR I=1 TO K+M
FOR J=1 TO K
IF I<»VIL) GOTO 390
SYXM(J)=SXMIJ)+XMI(T, J)
NEXT J
NEXT I
NEXT L
OPEN N$ FOR APPEND AS R
FOR J=1 TO K
P{J)=5XM(J) /K
R(J)=PLJ)+ALFA*(P(J)-XMIM, J))
WRITE R1,R(J)
XFiJl= DIV +RID = X2 -XT1IN)/E
NEXT J
CLOSE R1
PRINT:PRINT:PRINT
REH [ Z T R RS RS R T R R R NN L
REM * [MPRESION DEL INFORME DEL MOVIMIENTO =
HEH T ITET RS RS R R R RN R R R R A RS R R R R R R
IF R$="S" OR R$="s™ THEN LPRINT:LPRINT:LPRINT
PRINT N%
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560 IF R¥="5" OR R3="5" THEN LPRINT N3}

570 PRINT "MOVIMIENTO NO.":M

580 IF R$="S" OR R$="s" THEN LPRINT "MOVIMIENTO NO.";M
590 PRINT "VERTICES CONSERVADOS";

600 IF R$="S" OR R$="s" THEN LPRINT "VERTICES CONSERVADOS";
610 FOR I=1 TO K

620 PRINT V(I);" ";

630 IF R$="5" OR R$="s" THEN LPRINT VI(I});" ";

640 NEXT 1

650 PRINT "VERTICE RECHAZADO" ;W

660 IF R$="S" OR R$="s" THEN LPRINT "VERTICE RECHAZADO" ;W
670 PRINT “SIMPLEX";M;". VERTICES:":

680 IF R$="S" OR R$="s" THEN LPRINT “SIMPLEX";M;". VERTICES:";
6390 FOR I=1 TO K

700 PRINT V(I);" ";

710 IF R3="S5" OR R%="s" THEN LPRINT VI(I);" ";

720 NEXT I

730 PRINT K+M+1]

740 IF R$="5" OR R$="s" THEN LPRINT K+M+]

750 PRINT "VALOR ALFA=";ALFA

760 IF R$="S" OR R$="s" THEN LPRINT “VALOR ALFA=";ALFA

770 PRINT:PRINT

780 IF R$="S5" OR R$="s" THEN LPRINT:LPRINT

790 PRINT "COORDENADAS MATEMATICAS (K=";K;")"

800 IF R$="S" OR R$="s" THEN LPRINT "COORDENADAS MATEMATICAS (K=";K;")"
810 PRINT

820 IF R$="5" OR R$="s" THEN LPRINT

B30 PRINT TAB(D) K+M+1;

840 IF R%="S" OR R$="s" THEN LPRINT TAB(O) K+M+1;
B50 FOR J=1 TO K

860 PRINT TAB(J*=12) R(J);

870 IF R$="S5" OR R$="s" THEN LPRINT TAB(J*12) R(J);
880 NEXT J

890 PRINT:PRINT

900 IF R$="S5" OR R$="s" THEN LPRINT:LPRINT

910 PRINT "COORDENADAS FISICAS (E=";E;")"

920 IF R$="S" OR R$="s" THEN LPRINT "COORDENADAS FISICAS (E=";E;")"
930 PRINT

940 IF R3$="S" OR RE="s" THEN LPRINT

950 PRINT TAB(O) "EXP.";

960 IF RE="S" OR RE="g" THEN LPRINT TAB(Q) "EXP.";
g70 FOR J=1 TO K

380 PRINT TAB(1+J®12}) X58(J);

980 IF R$="5" OR R%="s" THEN LPRINT TAB(1+J*®12) X3%(J);
1000 NEXT J

1010 PRINT TAB(O) K+M+1;

1020 IF RE="5" OR R%="s5" THEN LPRINT TAB(O) K+M+1;
1030 FOR J=1 TO K

1040 PRINT TAB(J*12) XF(J);

1050 IF R$="5" OR R%$="s" THEN LPRINT TAB(J®*12) XF(J);
1060 NEXT J

1070 END

Nota: E1 simbolo R corresponde a 7#&.
Puede incluirse en N$ el especificador de unidad
(por edemplo, A:CTADICES)

Los autores proporcionaran el programa a quienes estén interesados en el
mismo. Para ello deben enviarles un diskette 5 1/4".
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ANEXO 1l

CTADICS8S

COORDENADAS MATEMATICAS (K= 4 )

l 0 0 0

2 .9256147 .218508 .218508
3 .218508 9256147 .218508
4 .218508 .218508 .9256147
5 . 218508 . 218508 .218508
CAMPO EXPERIMENTAL
VARIABLE V. MIN.
FLUJO GAS ARRASTRE F (ML/MIN) l
TIEMPO ARRASTRE t (MIN) 1
VOL. ESP, CABEZA V(ML) 50
TEMPERATURA T(=C) 30
COORDENADAS FISICAS (E= 3 )
EXP. F t v

I 8 15 100

Z 12.31954 17.11224 107 .2836
3 9.019704 23.94761 107.2836
“ 9.018704 17.11224 130.8538
5 9.019704 17.11224 107 .2836

ANEXO 11l
CTADICS8S

MOVIMIENTO NO. 1
VERTICES CONSERVADOS 2 3

5 VERTICE RECHAZADO 1

SIMPLEX 1 . VERTICES: 2 3 5 b
VALOR ALFA= 1
COORDENADAS MATEMATICAS (K= 4 )

6 . 7905694 . 78905694
COORDENADAS FISICAS (E= 3 )

EXP. F t v

6 11.68852 22.64217

126.3523

. 7905694

.218508
.218508

. 218508
.9256147

V. MAX.

15

30
150
80

T
55
58.6418
58.6418
58.6418
70.42691

ORIGEN
g
15
100
55

. 7905694

T

68.17616
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CTADICES

MOVIMIENTO NO. 2

VERTICES CONSERVADOS 2 3 5 6 VERTICE RECHAZADO 4
SIMPLEX 2 . VERTICES: 2 3 5 6 7

VALOR ALFA= 1

COORDENADAS MATEMATICAS (K= 4 )

7 8580921 .8580921 -.202568 . 8580921
COORDENADAS FISICAS (E= 3 )

EXP. F t v T

7 12.00445 23.29489 93.24773 69.30154
CTADICS8S

MOVIMIENTO NO. 3

VERTICES CONSERVADOS 3 5 6 7 VERTICE RECHAZADO 2
SIMPLEX 3 . VERTICES: 3 5 6 7 8

VALOR ALFA= 1

COORDENADAS MATEMATICAS (K= 4 )

8 1172241 1.177884 . 2940008 1.177884
COORDENADAS FISICAS (E= 3 )

EXP, F t v T

3 8.547046 26.38621 109.8 74.6314
CTADICS8S

MOVIMIENTO NO. 4

VERTICES CONSERVADOS 3 6 7 8 VERTICE RECHAZADO 5
SIMPLEX 4 . VERTICES: 3 6 7 8 8

VALOR ALFA= 1

COORDENADAS MATEMATICAS (K= &4 )

9 .7736889 1.657572 3317471 .596912
COORDENADAS FISICAS (E= 3 )

EXP. F t Vv T

S 11.61055 51.0232 111.0582 64.94853
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CTADICS8S

MOVIMIENTO NO. 5

VERTICES CONSERVADOS 6 7 8 9 VERTICE RECHAZADO 3
SIMPLEX 5 . VERTICES: 6 7 8 9 10

VALOR ALFA= 1 '

COORDENADAS MATEMATICAS (K= 4 )

10 1.051279 1.316444 .3883667 1.493221
COORDENADAS FISICAS (E= 3 )
EXP. F t V T

10 12.90597 27 .72563 112.94586 79.88702
CTADIC89

MOVIMIENTO NO. ©

VERTICES CONSERVADOS 6 8 S 10 VERTICE RECHAZADO 7
SIMPLEX 6 . VERTICES: 6 8 9 10 11

VALOR ALFA= 1

COORDENADAS MATEMATICAS (K= 4 )

11 .5082886 1.613143 1.10491 1.171201
COORDENADAS FISICAS (E= 3 )
EXE. F t v T

11 10.37201 30.59371 156.8303 74.52002
CTADIC89

MOVIMIENTO NO. 7
VERTICES CONSERVADOS 8 9 10 11 VERTICE RECHAZADO 6

SIMPLEX 7 . VERTICES: 8 9 10 11 12
VALOR ALFA= 1

COORDENADAS MATEMATICAS (K= 4 )

12 .4346708 2.091952 . 268943 1.42904
COORDENADAS FISICAS (E= 3 )
EXP. F t v T

12 10.02846 35.2222 108.9648 /8.81735
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CTADIC89

MOVIMIENTO NO. 8

VERTICES CONSERVADOS 8 10 11 12 VERTICE RECHAZADO 9
SIMPLEX 8 . VERTICES: 8 10 11 12 13

VALOR ALFA= 1

COORDENADAS MATEMATICAS (K= 4 )

15 . 2820424 1.442139 .6963631 2.038761
COORDENADAS FISICAS (E= 3 )
EXP. F t ) |

13 9.316198 28.84068 123.2121 88.97936
CTADICS89

MOVIMIENTO NO. S
VERTICES CONSERVADOS 8 10 12 13 VERTICE RECHAZADO 11

SIMPLEX 9 . VERTICES: 8 10 12 13 14
VALOR ALFA= 1

COORDENADAS MATEMATICAS (K= 4 )

14 43543195 1.401067 -.2810732 1.898252
COORDENADAS FISICAS (E= 3 )
EXP. F t Vv T

14 10.02682 28.54365 S0.63089 86.63752
CTADIC8S

MOVIMIENTO NO. 10
VERTICES CONSERVADOS 10 12 13 14 VERTICE RECHAZADO 8

SIMPLEX 10 . VERTICES: 10 12 13 14 15
VALOR ALFA= 1

COORDENADAS MATEMATICAS (K= 4 )

15 9839317 1.947917 . 242299 2.251753
COORDENADAS FISICAS (E= 3 )
EXP. F t Vv T

15 12.59168 55.82987 108.0766 92.52922
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CTADICSS

MOVIMIENTO NO. 11

VERTICES CONSERVADOS 12 = 13 14 15 VERTICE RECHAZADO 10
SIMPLEX 11 . VERTICES: 12. 13 14 15 16

VALOR ALFA= 1

COORDENADAS MATEMATICAS (K= 4 )

16 1.620328E-02
2.125094 7 .489926E-02
2.315682
COORDENADAS FISICAS (E= 3 )
EXP. F t v T
16 8.075615 55.54257 102.4966 93.59469

CTADICS8S

MOVIMIENTO NO. 12

VERTICES CONSERVADOS 13 14 15 16 VERTICE RECHAZADO 12
SIMPLEX 12 . VERTICES: 13 14 15 16 17

VALOR ALFA= 1

COORDENADAS MATEMATICAS (K= 4 )

17 4235776 1.366156 9.730107E-02
2.8235184

COORDENADAS FISICAS (E= 3 )

EXP. F t Vv [ 4
17 9.9/6686 28.20618 103.2434 102.0531
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PROCESADORES DE DATOS PARA CROMATOGRAFIA

SHIMADZU

Ahora le ofrecemos una amplia gama:

C-R6A

C-R5A

C-R4A

Procesador de datos
fiable y econdomico
Almacenamiento de
cromatogramas y
reprocesamiento,

Programacion en BASIC.

Interface standard para
cassette.

Interface externa para
cromatografo o
computador externo.

Procesador de Datos con
capacidad para 2 canales
Almacenamiento de
cromatogramas vy
reprocesamiento.

Tarjeta IC (RAM) para
archivo de datos,
programas o parametros.
Puede procesar con
precision picos tan

pequenos como 0,04 seg.

(anchura a media altura).

Procesador de Datos de
altas prestaciones

Con pantalla, discos
floppy y capacidad de
doble canal simultaneo en
tiempo real.
Programacion via menu a
través de la pantalla.
Gran potencia
cuantitativa.

COMPATIBLES CON CUALQUIER CROMATOGRAFO DE GASES O DE LIQUIDOS

ZA§A

CONSULTENOS EN DELEGACIONES DE:

Barcelona: 425 01 00; Bilbao: 476 13 50; Gijén: 35 47 46; Granada: 28 07 50;
Las Palmas: 24 21 49; Madrid: 653 71 99; Murcia: 29 87 11; La Laguna: 65 01 12;
Santiago de Compostela: 58 28 00; Sevilla: 36 41 66; Valencia: 34? 66 65;

Zaragoza: 77 17 14

IZASA, S. A.

C/. Aragoneses, 13
Pol. Ind. Alcobendas
28100 MADRID

C/. Calabria, 174
08015 BARCELONA



Técnicas cromatograficas
aplicadas a la deteccion de alteraciones en
productos carnicos

M.E. Marin, A.V. Carrascosa e |. Cornejo
Instituto de Fermentaciones Industriales (C.S.1.C.). Juan de la Cierva, 3.
28006 Madrid

RESUMEN

En este articulo se pretende dar una idea general de las técnicas cromatogra-
ficas que se estan empleando en los ultimos afnos para la deteccion de altera-
ciones en productos carnicos. Cromatografia de gases y HPLC son las mas
empleadas para el analisis de los compuestos responsables de malos olores, asi
como, para el estudio del velo blanco en carnes curadas envasadas al vacio.

INTRODUCCION

La carne fresca constituye un excelente medio de cultivo debido a su conte-
nido en cantidades adecuadas y en forma utilizable de todos los elementos
nutritivos necesarios para el crecimiento de bacterias, mohos y levaduras. En
consecuencia, el crecimiento microbiano es la principal causa de alteracion de
la carne.

La alteracion microbiana puede definirse como el estado al que se llega
cuando las caracteristicas de la carne estan tan cambiadas por el crecimiento y
las actividades metabdlicas de los microorganismos, como para hacerla no
adecuada para el consumo humano. Tal estado puede ser percibido por el
apecto, olor, sabor y tacto.

Las alteraciones que se presentan habitualmente en los productos carnicos
dependen del estado higiénico-sanitario de la materia prima, del metodo de
procesado, conservacion y de comercializacion. Entre ellas, las mas frecuentes
son la putrefaccion, agriado, aparicion de olores sexuales, olores extranos y el
desarrollo de un velo blanco en carnes curadas envasadas al vacio. En la putre-
faccion tiene lugar la descomposicion de las proteinas con la consiguiente
formacion de los productos tipicos de putrefaccion: acido sulfhidrico (SH2),
metanotiol (CH3aSH), indol, escatol, aminas biégenas, amoniaco, etc. En el
agriado se presenta un sabor y olor acidos causados por los acidos formico,
acético, butirico, propidnico, acidos de cadena mas larga y otros acidos
organicos.

La aparicion de olores sexuales, debida a |a presencia de androsterona, esca-
tol e indol, es un problema importante en la industria de la carne ya que pueden
hacer inaceptables los productos carnicos para el consumo.

En los ultimos anos se trabaja sobre la puesta a punto de métodos rapidos y
precisos para la deteccion de alteraciones en productos carnicos

En este trabajo se revisan los métodos analiticos que se emplean para la
determinacion y cuantificacion de los compuestos responsables de malos olo-
res en productos carnicos alterados, de los compuestos responsables de olores
sexuales en carne de cerdo y métodos para determinar la composicion del velo

blanco en carnes curadas envasadas al vacio.
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METODOS PARA LA DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE
COMPUESTOS RESPONSABLES DE MALOS OLORES EN PRODUCTOS
CARNICOS ALTERADOS

Compuestos azufrados

La identificacion de estos compuestos se realiza por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas.

En lonchas de bacon alteradas envasadas al vacio se detecto “olor a repollo”
(1) identificandose como compuesto responsable el metanotiol (CH3SH). El
metanotiol se produce por la actividad metabolica de Proteus inconstans (Fig.
1). Como causa de esta alteracion se considero la interrupcion de la cadena de
frio en los meses de verano con el consiguiente aumento de las temperaturas
de almacenado.

Los productos volatiles finales del crecimiento microbiano son los principa-
les componentes de los malos olores. Por concentracion del espacio de cabeza
utilizando trampas de polimeros porosos y posterior analisis por cromatografia
gaseosa acoplada a un espectrometro de masas se identificaron compuestos
azufrados en carne de vacuno refrigerada almacenada en aerobiosis (2).
Cuando el recuento total de bacterias aerobias mesofilas, era superior a 5 x
109/g, la carne presentaba aspecto de estar alterada con un olor putrido.

CrySH

Fig. 1. Trazas de los andlisis gas cromatogréficos de olores de espacio de cabeza a parlir de
a/bacon envasado al vacio control y b/bacon inoculado con Profeus inconstans. [Columna 1:5% SE
30 sobre Chromosorb G (40%). Columna 2:15% Ucon LB 550X sobre Chromosorb W (25%). Gas

portador argéon 60 ml/min. |
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Los malos olores detectados en salchichas inoculadas con lactobacilos han
sido atribuidos a mercaptanos y sulfuros (3). Igualmente en carne alterada que
presentaba olor gatuno “catty odour” se identificé el 4-mercapto-4-metil-
pentan-2-ona como responsable del mismo (4). El producto de reaccion del
Oxido de mesitilo con SHz tiene olor gatuno “catty odour” y corresponde al olor
gatuno aislado de la carne alterada.

Esteroles, acidos, grasos, alcoholes, compuestos carbonilicos y aminas

En investigaciones sobre la maduracion mefitica del embutido y sobre ano-
malias del jamon curado italiano (5, 6, 7, 8 y 9) se detectaron concentraciones
apreciables de compuestos carbonilicos, acidos grasos volatiles y no volatiles y
de aminas. -

Los procedimientos seguidos para el analisis de dichos compuestos, se
resumen a continuacion:

Determinacién de compuestos carbonilicos

Se tomaron 100 g y se mezclaron con 300 ml de agua destilada a 3 °C. El
homogeneizado acidificado mediante la adicion de 3-4 ml de PO4H3 se destild
en corriente de vapor en 50 ml de 2,4 dinitrofenilhidrazina al 6% en CIH 6N. La
fenilhidrazina obtenida, después de 15 dias, en reposo se extrajo con benceno.
El extracto bencénico, deshidratado con sulfato de sodio anhidro, se desecé en
el rotavapor, y asi se utilizo para el analisis gas cromatografico. Los parametros
empleados en estos analisis han sido:

— Columna de polietilenglicol al 10% sobre Chromosorb W, (60:80 mesh.).

— Longitud de la columna 2 m.

— Temperatura de trabajo de la columna: 70 2C, Gradiente 3 2C/min, tempe-
ratura final 125 2C.

— Temperatura del inyector y detector: 250 2C.

— Gas Portador N2 (10 mm/min).

Determinacién de acidos volatiles y no volatiles: se realiza segun el método
descrito por Cantoni et al (9).

Determinacion de aminas

Aislamiento de la amina: 100 g muestra se homogeneizaron en 300 ml HCL
1N. El homogeneizado se destilo en corriente de vapor después de haber sido
alcalinizado con NAOH 10%. 100 ml del destilado se recogen en HCI 1N y se
obtiene el extracto seco en rotavapor. La amina clorhidrato se eliminoé al afadir
una solucion de KOH al 1% en etanol e inmediatamente se analizo en el croma-
tografo de gases.

Condiciones:

— Columna de Polietilglicol al 20% sobre Chromosorb W lavado con acido +
5% KOH.

— Longitud de la columna: 4 m.

— Temperatura columna: 39 2C.

— Temperatura del inyector: 110 °C.

— Temperatura del detector: 130 2C.

— Gas portador N2 (10 mm/min).
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Al comparar jamones normales y alterados, se detectaron mayores cantida-
des de compuestos carbonilicos (acetaldehido, acroleina, metilcetona, isopro-
pil metilcetona, diacetilo, heptaldehido), de acidos grasos volatiles (acido pro-
pionico y butirico), de acidos grasos no volatiles en jamones alterados. La
unica amina que estaba presente en jamones alterados en cantidades grandes
es la etilamina, y en salamis con maduracion acre metilica se encontraron
mono, di y trimetilminas.

En una alteracion de carne de vacuno envasada al vacio caracterizada por la
aparicion de un olor a queso y por la presencia de COz2 se realiz6 el analisis de
los acidos grasos volatiles producidos por las cepas aisladas en el caldo de
cultivo inyectando 2ul del caldo de cultivo de tres dias directamente. Se detecto
acido aceético y propionico segun el siguiente procedimiento: Las condiciones
de operacion fueron las siguientes: Columna Porapack QS (80/120 mesh) +
0,2% H3PO4, longitud 2 m, diametro interior 2 mm, exterior 4 mm, Detector FID,
gas portador N2: 2,5 Kg/cm2; temperatura de la columna 190 2C; temperatura
del detector y el inyector 250 2C.

También, en conservas carnicas alteradas se detectaron metabolitos micro-
bianos por cromatografia de gases (11). Los analisis de gas cromatograficos se
realizaron paralelamente a los analisis microbiologicos durante la investiga-
cion. Los metabolitos detectados fueron acidos grasos volatiles (VFA) y en
algunos casos alcoholes. Estos analisis demostraron que la alteracion habia
sido causada por microorganismos. Los perfiles VFA de los cultivos de los
microorganismos alterantes se correlacionaban bien con aquellos de los pro-
ductos alterados. En algunos casos los analisis por la técnica de cromatografia
de gases proporcionaron informacion acerca de los microorganismos alternan-
tes (12). Algunos autores proponen el etanol como indicador util de alteracion.

En carne refrigerada de pollo (13) alterada se aislaron cepas de bacterias y se
determinaron los perfiles de veinte compuestos organicos volatiles mediante
cromatografia de gases acoplada a un espectometro de masas. En este trabajo
se describe la metodologia para la preconcentracion de las muestras, separa-
cién por cromatografia de gases de alta resolucion e identificacion por espec-
trometria de masas para el analisis de mezclas complejas de compuestos orga-
nicos producidos por los microorganismos durante la alteracion. Los perfiles
cromatograficos resultantes son unicos para cada microorganismo estudiado.
El procedimiento es el siguiente:

El agar que contiene el cultivo especifico se transfiere a una botella de mues-
treo de espacio de cabeza. A partir de aqui, se recogen los compuestos organi-
cos volatiles sobre 2 mg de Tenax GC. Después de haber tomado de muestra, la
precolumna se inserta en el inyector (250 °C) de un cromatégrafo de gases
modelo Perkin-Elmer 392013 con una columna capilar (80 m por 0,28 mm ID)
de SF-96 como fase estacionaria. La deteccion selectiva de compuestos que
contienen nitrégeno se consiguid utilizando un detector FID y un detector
termoidnico nitrogeno selectivo y registrando ambas senales simultaneamente.

La identificacion de los compuestos se llevé a cabo mediante GC-MS.

Finalmente, en carne de vacuno refrigerada almacenada en aerobiosis (2),
cuando los recuentos microbianos pasaban de 108-107/g a 10° en tres dias
aparecia el olor a carne no fresca debido a la acetona, diacetilo, 2-metil-
propanol y 3-metil-1-butanol tal y como se determiné por GC-MS. Durante esta
primera etapa del almacenado muchos de los compuestos volatiles detectados
estan relacionados con el crecimiento de Br. thermosphacta.
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METODOS PARA LA DETERMINACION Y CUANTIFICACION
DE LOS COMPUESTOS RESPONSABLES DE OLORES SEXUALES EN
CARNE DE CERDO

Los componentes responsables del olor sexual son el escatol, indol y andros-
terona. Ambos, indol y escatol (3-metil-indol) son productos con un fuerte olor
que proceden del metabolismo del triptéfano por la microflora intestinal. Se ha
observado que los verracos tienen unos contenidos en escatol superiores a los
observados en machos castrados o hembras. El almacenamiento del escatol en
la grasa del cerdo es dependiente y variable de la produccidon de esteroides
vesiculares, aunque aun no se ha explicado satisfactoriamente este fenémeno.

La androsterona es un esteroide de origen testicular con un fuerte olor a
orina que se almacena en la grasa en concentraciones de 2 ppm.

Se han desarrollado varios meétodos gas cromatograficos para identificar y
cuantificar 5 e-androst-16-en-3-ona en grasa de cerdo (14, 15). La hormona
puede ser analizada como tal o bien puede ser derivatizada con PFBHA.HCL
(Pentafluorobencilhidroxilamina) para aumentar su detectabilidad por ECD.
Esto permite la manipulacion de cantidades mas pequeras de muestra (<0,5 g
de grasa). Las fases estacionarias empleadas (BP-1 y OV-101) separan los
isomeros syn y anti de la hormona PFBHA derivatizada.

Hace pocos afos se puso a punto un método basado en la extraccion selec-
tiva de indol y escatol de los tejidos adiposos seguido de separacion gas croma-
tografica y deteccion sensible utilizando un detector nitrogeno/fosforo selec-
tivo (16). Estas sustancias se presentan en cantidades traza (0,025 ppm). El
meétodo permite el control rutinario de indol y escatol y ofrece una gran mejoria
en cuanto a la extraccion, reproducibilidad y sensibilidad en comparacion con
los métodos analiticos existentes. Consiste en:

Cromatografo de gases con detector termoidnico nitrogeno especifico.
Columna de vidrio rellena con 3% SP 2250 sobre Chromosorb W (80-100 mesh).
Flujo de nitrégeno (gas portador), 30 mi/min.

Las temperaturas: 300 °C (detector) y 250 °C Inyector Columna: 110 °C iso-
termo durante 2 min. y se incrementa a 5 2C/min a 220 °C

Extraccion.—Se realiza una extraccion con n-tridecilciclohexano a partir de
10 g de grasa.

La fase residual se diluye en 0,3 ml de isooctano presaturado con metanol-
agua destilada (95:5). La fase metandlica se transfiere a un frasco con tapon de
rosca conico y se inyecta 3 ul al cromatografo de gases.

Para la identificacion de indoles en muestras de grasa de cerdo se utilizé
GC-MS.

Tambien se ha presentado un metodo HPLC para la determinacion simulta-
nea de escatol e indol sin derivatizacion (17).

Extraccion.—Se realiza una extraccion en metanol. Los extractos fueron
enfriados a -20 °C durante 10 min. para precipitar la grasa. La solucion se filtra
a traveés de filtro de papel y se evapora el metanol. El residuo se redisuelve en 2
m! de hexano/dietileter (60:40).

Condiciones HPLC: Columna Lichrosorb RP-18, 10 micrometros (4,6 x 250
mm) a temperatura ambiente. Fase movil: metanol, agua (60:40) flujo 1 ml/min.
Rango de absorbancias 0,32 - 0,08 AUFS a 20 mV. Longitud de onda utilizada
225 - 280 nm. 20 ul de soluciéon estandar o muestra fueron inyectados via
inyector Rheodyne.
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Por ultimo, se ha visto en la determinacion de los principales compuestos
relacionados con los olores sexuales (18): indol, escatol, Sa-androst-16-en-3-
ona y antrosterol que tanto el escatol como la Sa-androst-16-en-ona son los
compuestos que mas influencian el olor sexual. Asi para evaluar los olores
sexuales en el matadero deben ser analizados ambos compuestos.

METODOS PARA DETERMINAR LA COMPOSICION DEL VELO BLANCO EN
CARNES CURADAS ENVASADAS AL VACIO

Este problema consiste en la aparicion de un velo blanco en la superficie de
las lonchas expuestas al consumidor. Aunque su incidencia es pequea, 5-10%
del total, si crea problemas econémicos, por el rechazo que genera en el con-
sumidor debido al aspecto desagradable. Aunque en algunos estudios se ha
demostrado que no es debido a microorganismos, no han podido aportar infor-
macion sobre las causas de aparicion del velo blanco ni sobre la composicion
del mismo. Unos autores dicen que es debido a la precipitacion de la tirosina
(19) que es el aminoacido mas insoluble de los existentes en el jamon, mientras
otros apuntan a una importante participacion de las proteinas (20). Con el fin
de confirmar la naturaleza proteica del velo blanco (21) se realizaron electrofo-
resis SDS en gel de poliacrilamida, y la determinacion de la composicion en
aminoacidos libres mediante HPLC. El hecho mas destacado consiste en la
baja participacion de la tirosina que supone un 11,7% del total de aminoacidos
libres y que por tanto, invalida teorias anteriores sobre su importante participa-
cion en el velo blanco. El velo blanco parece estar formado por una estructura
fibrosa constituida por proteinas de bajo peso molecular y en menor propor-
cion (25%) por aminoacidos libres.
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Aplicacion de técnicas electroforéticas al
estudio de los productos carnicos curados

A.V. Carrascosa y L. Amigo
Instituto de Fermentaciones Industriales (C.S.1.C.).
Juan de la Cierva, 3. 28006 Madrid

INTRODUCCION

Desde que la electroforesis fue introducida por Tiselius (1937) en la separa-
cion de macromoleculas organicas, la técnica se ha desarrollado ampliamente
y en la actualidad se puede hablar de una gran familia de técnicas electroforéti-
cas. En los ultimos anos han aparecido un gran numero de trabajos en los que
dichas tecnicas se aplican con éxito al estudio de los alimentos. Baste sefalar
al respecto los trabajos realizados en nuestro Instituto sobre productos lacteos
(1,2) y vinos (3,4).

El incremento en la fabricacion de productos carnicos y la necesidad de un
control de calidad eficaz ha hecho necesaria la aplicacion de estas técnicas a
su estudio. Las lineas fundamentales de investigacion en este campo han sido
la identificacion de distintas especies animales mediante su patron electrofore-
tico, la deteccion de mezclas de carne de distintas especies animales, |la detec-
cion de adulteraciones con proteinas de origen no carnico (soja, caseina) y la
deteccion de otras sustancias (ej. antibioticos). Sin duda, a excepcion del agua,
son las proteinas en conjunto el constituyente basico del organismo animal.
Del mismo modo, ha sido la fraccion proteica el principal objeto de estudio que
se ha abordado al aplicar la electroforesis al estudio de la carne y los productos
carnicos. Por ello vamos a recordar aqui de forma somera la clasificacion de las
proteinas de la carne.

PROTEINAS DE LA CARNE

De acuerdo con su procedencia, las proteinas del musculo se clasifican en
sarcoplasmicas, miofibrilares y proteinas del tejido conectivo (5). Las proteinas
sarcoplasmicas son aquellas que se encuentran en el plasma de las células
musculares. Por centrifugacion diferencial progresiva pueden obtenerse varias
fracciones no homogeéneas, dentro de las cuales se encuentran incluidas la
mioglobina, las nucleoproteinas, las enzimas respiratorias y las proteinas liso-
somicas. Las proteinas miofibrilares, que transforman la energia quimica en
mecanica durante la contraccion, son la miosina, la actina, la actomiosina, la
tropomiosina, la troponina y la actinina. Las proteinas del tejido conectivo, que
constituyen el armazon de los musculos, son el colageno, la reticulina y la
elastina. Las proteinas que mas informacion han aportado a la tematica consi-
derada en el presente trabajo han sido la mioglobina, las enzimas respiratorias
y las proteinas miofibrilares.

TECNICAS ELECTROFORETICAS APLICADAS

Dentro de las técnicas utilizadas para la identificacion de especies animales
en carne y productos carnicos destacan por su importancia las electroforéticas
e inmunolégicas —tabla 1— (6). A continuacion comentaremos las primeras.
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Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

La electroforesis en gel de poliacrilamida es un método capaz de separar las
moléculas en estudio en funcion de su masa molecular y su carga neta. Su gran
versatilidad es debida a la posibilidad de emplear geles de diferentes tamarnos
de poro, continuos, discontinuos o en gradiente, con o sin agentes desnaturali-
zantes y con tampones continuos o discontinuos. Esta técnica se ha utilizado
fundamentalmente para identificar y diferenciar especies animales en mezclas
de carne (7,8,9,10,11,12). En el estudio de los productos carnicos su empleo ha
sido mas reducido y se ha dirigido tanto a este objetivo (13) como a la detec-
cion de adulteraciones con proteinas de origen vegetal (14).

Tabla 1. Técnicas empleadas para el estudio de la carne y productos cérnicos.

Técnicas electroforéticas:
Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE).
Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (PAGE-SDS).
Electroenfoque en gel de poliacrilamida (PAGIF).

Teécnicas inmunologicas:
Inmunodifusion en gel de agar.
Inmunoelectroforesis.

Ensayos inmunoenzimaticos (ELISA).
Ensayos inmuno-nefelometricos.

Otras técnicas:
Acidos grasos.
Dipeptidos de histidina.
Espectrometria de masas.

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (PAGE-SDS)

Al utilizar SDS en presencia de un agente reductor (ej. 2-mercaptoetanol), las
proteinas emigran en relacion a su peso molecular.

La aplicacion de la técnica PAGE-SDS al estudio de los productos carnicos
ha ido fundamentalmente encaminada a la deteccion de adulteraciones con

proteina de soja, caseina y gluten (15,16).

El método ha sido aplicado con éxito a la deteccion de mezclas de carne de
distintas especies animales, tanto en extractos solubles de musculo (17), como
en el estudio de proteinas miofibriliares (18) y en el estudio de proteinas inter-
faciales realizadas con proteinas y grasa de distintas especies animales (19).

Los resultados obtenidos por Olsman y col. (20) ponen de manifiesto que
esta técnica tiene mayor repetibilidad en los resultados que el método ELISA,
aunque este sea mas preciso, estudiando productos carnicos.

Electroenfoque en gel de poliacrilamida (PAGIF)

Este método es probablemente el mejor para reconocer las enzimas y las
proteinas de musculo pues tiene una gran resolucion visual y una buena repro-
duccion (21). Se basa en la emigracion electroforética de las proteinas en un
gradiente de pH: la emigracion termina cuando la proteina alcanza el pH
correspondiente a su punto isoeléctrico.
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Esta técnica se ha empleado para la determinacion cuantitativa de mezclas
de carne, basandose en el diferente pl de las mioglobilas de diferentes especies
animales (22,23,24) y en las reacciones enzimaticas de las enzimas creatin
kinasa y adenilato kinasa (25).

También se ha empleado en productos carnicos para detectar adulteraciones
con plasma (26).
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Noticias del GCTA

REUNION ANUAL 1989

Los pasados dias 22, 23 y 24 de noviembre tuvo lugar, en el recinto de la Fira
de Reus, la XVIIl| Reunion Anual del Grupo. Fue patrocinada por la Conselleria
d’'Ensenyament, la Diputacion de Tarragona y el Ayuntamiento de Reus, con la
colaboracion de las empresas Hewlett-Packard, Millipore-Waters y Perkin-
Elmer Hispania.

Hay que destacar, en primer lugar, la elevada participacion: se registraron
202 asistentes, de ellos 57 pertenecientes a la industria, 49 a la universidad, 39
al CSIC, 30 a otros organismos publicos y 27 a empresas comerciales.

El programa cientifico incluyo siete conferencias plenarias: "HP Capillary
electrophoresis and electrokinetic capillary cromatography”, por F.M. Eve-
raerts, de la Universidad Tecnoldgica de Eindhoven; “Incidencia de las normas
GLP en el laboratorio cromatografico”, por J. Sabater, presidente de la Real
Academia de Farmacia de Barcelona; "Interés de la GCMS en la taxonomia y el
diagnostico de las enfermedades producidas por microbacterias”, por M.
Luquin, del Hospital de la Sta. Creu i San Pau de Barcelona; “Comparison of
automated methods for the extraction or drugs from biological fluids”, por R.D.
Mac Dowall, de los laboratorios Wellcome de Beckenham, Kent; "Posibilidades
de la automatizacion en cromatografia”, por M. Valcarcel, de la Universidad de
Cordoba; “Software cromatografico para GPC", por W. Emhcke, de Spectra
Physics, Darmstad, y “Evaluacion critica de sistemas de tratamiento de senales
cromatograficas”, por A. Cano, del CSIC, y J.M. Riera, del Instituto Quimico de
Sarria.

El nimero de comunicaciones presentadas ascendié a 91, lo que supone
todo un récord, ya que dobla las cifras maximas de anteriores reuniones. Siete
de ellas fueron seleccionadas para su presentacion en forma oral, y las 84
restantes se exhibieron en forma de carteles (que estuvieron expuestos durante
los tres dias que durd la reunién) y una parte de ellos fueron discutidos en
sesiones especiales, en las que actuaron como moderadores J.M. Sicilia, X.
Guardino, LI. Comellas y M.T. Galceran. La tematica incluia modelizacion, des-
arrollos instrumentales, desarrollos metodoldgicos, analisis de fluidos biologi-
cos, de alimentos, de muestras ambientales, de combustibles y derivados y
normas GLP.

Se realizaron dos sesiones de discusion: la primera sobre cromatografia
ionica (evaluacion critica de los distintos sistemas) moderada por M.T. Galce-
ran, contd con la participacion de las empresas Dionex, Millipore Waters y
Metrohm, y la segqunda, sobre espectrometros de masas como detectores cro-
matograficos, moderada por J. Abian, conté con la participacion de las empre-
sas Delsi-Nermag, Finnigan (Kontron y Perkin Elmer), Shimadzu (lzasa).

La exposicion comercial, situada en el mismo recinto en que se exhibian los
carteles (lo que facilitaba tanto las visitas a los stands como el intercambio de
informacion entre los participantes) contd con la asistencia de 16 casas exposi-
toras: Argon, CES Analitica, Cromlab, Delsi Nermag, Hucoa Erloss, Konik, Kon-
tron Instruments, Kromxpek, Lasing, Massé Analitica, Merck, Microbeam,
Reactivos Scharlau, Sociedad Espafola de Carburos Metalicos, Sugelabor y
Teknokroma.
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ASAMBLEA GENERAL

Tuvo lugar el pasado dia 24, en Reus, durante la Reunién Cientifica Anual, tal
y como viene siendo habitual.

Tras el informe de la tesorera, Elena Fernandez, que mostro superavit, el
secretario, Joan Grimalt, dio cuenta de las altas y bajas durante el ultimo ano,
que totalizan 73 y 1, respectivamente, lo que eleva el numero de miembros del
Grupo a unos 500. En cuanto a las empresas, hay dos protectoras mas y otras
dos asociadas. Se concedieron 30 becas de asistencia a la Reunion de Reus,
que, a mitad de su curso mostraba ser un exito evidente. Tras el informe del
presidente, Emili Gelpi, tuvo lugar un animado debate sobre la conveniencia de
organizar cursos de diversa tematica (control de calidad, normas GLP, aplica-
ciones), asi como sobre el interés de las exposiciones de instrumentos y la
celebracion de la proxima Reuniéon Anual, que por primera vez en anos pares se
hara de forma independiente de la Bienal de Quimica. En 1990 la Reunion del
GCTA tendra lugar en Barcelona, durante la EXPOQUIMIA y en el marco de las
Jornadas de Analisis Instrumental (JAI).
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NUEVOS SOCIOS

D. Benito Oliver Rodés
Laboratorio de Analisis
Dr. Oliver Rodés
Consell de Cent, 306
08007 BARCELONA

D. Matias Llobet Vallvé
Caspe, 158
08013 BARCELONA

Dna. Rosa Maria Marcé Recaséns
Escola d'Enologia

Imperial Tarraco, 1

43001 TARRAGONA

D. Gabriel Sanchez Mufoz
Estacion de Viticultura y Enologia
Ctra. Torrenueva, s/n

13300 VALDEPENAS (Ciudad Real)

D. Francesc Borrull Ballarin
Facultat de Ciencies Quimiques
Universitat de Tarragona
Imperial Tarraco, 1

43005 TARRAGONA

Dna. Inmaculada Tolosa Bertral
Departament de Quimica Ambiental

CID-CSIC

Jordi Girona, 18

08034 BARCELONA

D. Joan Villanueva Ribes
Departament de Quimica Ambiental
CID-CSIC

Jordi Girona, 18

08034 BARCELONA

Dna. Maria Joseé Lucas Zabala
Transformados Pealsa

La Herrera, s/n

48800 BALMASEDA (Vizcaya)

D. Joaquim Moalina Vallejo
Departament de Bioquimica i
Fisiologia - Universitat de Barcelona
Diagonal, 645

08028 BARCELONA
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Dna. Olga Martin Belloso
A.l.C.V.

Laboratorio del Ebro

Sta. Gema, 56

31570 SAN ADRIAN (Navarra)

D. Lloreng Braco Soler
Departament de Bioquimica
Instituto de Biologia Molecular
Universitat de Valencia

46100 BURJASOT (Valencia)

DnAa. Gemma Amat Mestres
Institut Quimic de Sarria
08017 BARCELONA

Dna. Pilar Teixidor Casamitjana
Departament de Geoquimica
Facultat de Geologia
Universitat de Barcelona

Marti | Franques, s/n

08028 BARCELONA

DnAa. Montserrat Dominguez Font
Delegacid Territorial de Salut Publica
Dep. de Sanitat i Seguretat Social
Sol, 15

17004 GIRONA

D. Heliodoro Fernandez Carracedo
Ensidesa

Laboratorio Central
Apartado 52 - 33400 AVILES

Dna. Ernestina Arguero Menéndez
Ensidesa

Laboratorio Central

Apartado 503 - 33400 AVILES

Dna. Marta Calull Blanch
Facultat de Ciences Quimiques
Universitat de Tarragona

Imperial Tarraco, 1
43005 TARRAGONA

D. Marcos Granda Ferreira
Instituto Nacional del Carbén
y sus Derivados

La Corredoria

33080 OVIEDO



Si desea hacerse socio del GCTA rellene y envie el siguiente boletin de
inscripcion a la secretaria:

Dr. Joan Grimalt

Grupo de Cromatografia y Técnicas Afines

Centro de Investigacion y Desarrollo (CSIC)

Jordi Girona Salgado, 18-26 - 08034 Barcelona

acompanado de la correspondiente autorizacion bancaria. Precio 1989: 1.500
ptas.). Senale la direccion en la que desea recibir la correspondencia.

REAL SOCIEDAD ESPANOLA DE QUIMICA
GRUPO DE CROMATOGRAFIA Y TECNICAS AFINES

HOJA DE INSCRIPCION

I s TN i,
T S UUD I - JS———
I e ssaass s asensesmsnstssisnassancass | I asssessassssarnnsen

NS O SRR .o i
ceserersseesnes GIUMBE oooeeesereresciemcrseenressassnsssnsses (PP aeessassssemsnesssensnsmssse )
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Sr. Director del Banco/Caja de ANOITOS e e

Sucursal . e e e
DirecCion e Ciudad ..o

y con cta. cte. / libreta de ahorro NnUM. e en esta
sucursal, ruega a usted se digne dar las ordenes oportunas para que con cargo
a dicha cuenta sean abonados los recibos de mi cuota anual de socio que les
seran presentados al cobro por la Real Sociedad Espafiola de Quimica.

Atentamente le saluda,
Firma



5 aiios de garant fa

YA ESTA AQU

O HNES

= Aptijiliiienn e dEEEaOs J i "

=  Runplamon @ wpenado canai
Haew

e e T me— S e T
T W e TE e B ol BE iy B Uge S
e s




Ofrecemos nuestros sistemas
de HPLC con la mayor garantia:

cuestion de confianza

S Spectra-Physics
lasing, s.a.

Marqués de Pico Velasco, 64 Antonio Ricardos, 12-14
Tfno. 268 36 43/08 79 - FAX 407 06 24 Tfno. 352 69 33 - FAX 352 23 08
28027 MADRID 08027 BARCELONA



5* JORNADAS
DE ANALISIS
INSTRUMENTAL

Organizadas por:

Grupo de Cromatografia y
Técnicas Afines (R.S.E.Q.)

Grupo Espanol de
Espectroscopia (S.E.D.O.)

Sociedad Espanola de
Quimica Analitica

Grupo Espectroquimico
(R.S.E.Q.y R.S.E.F)

Grupo de Analisis Termico
(R.S.E.F y R.S.E.Q)

Barcelona, 7-9 de Noviembre de 1990
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EN
CROMATOGRAFIA
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D. Joan Freixas Bazaco
Cenavisa

Paseig Prim, 27

43202 REUS (Tarragona)

Dna. Inmaculada Yruela Guerrero
Estacion Experimental

Aula DEI - CSIC

Apartado 202 - 50080 ZARAGOZA

Dna. Irene Rodriguez Biosca
Junta D'Aigues de la Generalitat
Planta del Ter

Afores Cardedeu, s/n

08440 CARDEDEU (Barcelona)

Dna. Maria Luisa Morata Rivas
Tabacalera, S.A.

Centro de Investigacion y Desarrolio
Embajadores, 51

28012 MADRID

Dna. Maria Dolores Lopez Tejero
Departament de Bioquimica i Biofisica
Facultat de Biologia

Universitat de Barcelona

Diagonal, 645

08071 BARCELONA

D. J. Andrés Alonso Lopez
Laboratorio Municipal de Vitoria
Cuesta de San Vicente, s/n
01001 VITORIA (Alava)

D. Josep Oriol Colomer Guillamon
Servilab, S.A.

Antonio Ricardos, 12-14

08027 BARCELONA

D. Leandro Angulo Lucas
Departament de Quimica Ambiental
CID-CSIC

Jordi Girona, 18

08034 BARCELONA

D. Mario Xirau Vayreda
Departament de Quimica Analitica
Facultat de Farmacia

Universitat de Barcelona
Diagonal, s/n

08028 BARCELONA
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Dria. Gael Durand

Departament de Quimica Ambiental
CID-CSIC

Jordi Girona, 18

08034 BARCELONA

Dna. Maria Pilar Callao Lasmarias
Facultat de Ciencies Quimiques
Universitat de Tarragona

Imperial Tarraco, 1

43005 TARRAGONA

Dna. Maria José Curto Pons
Departament de Quimica Analitica
Facultat de Ciencies Quimiques
Universitat de Barcelona
Diagonal, s/n

08028 BARCELONA

Dna. Anna Solans Laque
Institut Municipal D'Investigacio
Médica

Paseig Maritim, 25

08003 BARCELONA

D. Joan Francesc Dulsat Coll
Laboratorios Almirall
Cardenes

BARCELONA

D. Jordi Ortuio Rodriguez
Institut Municipal D'Investigacio
Medica

Passeig Maritim, 28

08003 BARCELONA

Dna. Gracia Patricia Blanch Manzano
Instituto de Fermentaciones
Industriales - CSIC

Juan de la Cierva, 3

28006 MADRID

Dna. Carolina Sanllehy Madariaga
Hospital Clinic

Laboratorio de Biogquimica
Villarroel, 170

08036 BARCELONA

Dna. Nuria Marti Cots
Instituto Quimic de Sarria

08017 BARCELONA
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Dna. Begona Jimenez Luque
Instituto de Quimica Organica
CSIC

Juan de la Cierva, 3

28006 MADRID

Dfa. Maria Elena |Ibariez Ezequiel
Institut Quimic de Sarria
08017 BARCELONA

D. Alejandro Cifuentes Gallego
Instit. de Quimica Organica General
Juan de la Cierva, 3

28006 MADRID

D. Miguel Sanchez Sanchez
CIEMAT

Avda. Complutense, 22
28040 MADRID

D. Enric Balsells Prats

Industrial Técnica Pecuaria, S.A.
Travesera de las Corts, 161, entlo. C
08028 BARCELONA

D. Roberto Garcia Fernandez
Instituto Nacional del Carbon
Apartado 72 - 33080 OVIEDO

D. Esteve Granada Sales
Institut Quimic de Sarria
08017 BARCELONA

D. Rafael de la Torre Fornell
Institut Municial D'Investigacions
Mediques

Paseig Maritim, 25

08003 BARCELONA

D. Josep Guasch Torres
Escola D'Enologia
Imperial Tarraco, 1
43005 TARRAGONA
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Biblioteca Aiscondel, S.A.

Afueras, s/n
22400 MONZON (Huesca)

D. Angel Barbe Merino
Departament de Quimica Ambiental
CID-CSIC

Jordi Girona, 18

08034 BARCELONA

Dfa. Montserrat Vives Domingo
Industrial Tecnica Pecuaria
Poligono Industrial C/I

43800 VALLS (Tarragona)

D. Jorge Munioz Palencia
Laboratorio Agroalimentario
M.A.P.A.

MADRID

D. José A. Garcia Mesa

Estacion Experimental de Olivicultura
Ctra. Bailen-Motril

23620 MENGIBAR (Jaen)

Dra. Marina Luquin Fernandez
Hospital de Sant Pau
Department de Microbiologia
Sant Antoni Maria Claret, 167
08025 BARCELONA

D. Antoni Gelonch Borras
Laboratori de Salut Publica
Alcalde Rovira Roure, 2
25006 LLEIDA

Dna. Maria José Gonzalez Martinez
Instituto Nacional de Consumo
Avda. Cantabria, s/n

28042 MADRID
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Resena de libros

J.A. Jonsson. Cromatographic theory and basic principles. Marcel Dekker, New
York (1987).

El libro contiene una serie de revisiones detalladas sobre el estado actual de
la teoria en diversas modalidades de la cromatografia: gases, liquidos, iones y
exclusion, a un nivel muy avanzado, en lo que se refiere a desarrollo matema-
tico y quimico-fisico.

Después de una breve descripcion de los parametros fundamentales, reco-
gida en el capitulo 1, en el 2 se presentan los fenOmenos de dispersion croma-
tografica y la forma de pico en sus aspectos comunes a las diversas modalida-
des de la técnica.

Los capitulos 3 (de J. Novak), 4 y 6 (de W. Kudzinski) estan destinados a
describir los mecanismos de retencion en GLC, GSC y LC, respectivamente;
mientras que el capitulo 4, mecanismos mixtos de retencidén en GLC, incluye
varios aspectos practicos, tales como sus implicaciones en el analisis cuantita-
tivo. El capitulo 7 (de D.R. Jenke y G.K. Pasenkopt) se dedica a la retencion y
deteccién en cromatografia de cambio iénico; y el octavo (por L. Fischer) trata
la retencion en cromatografia de exclusion de un modo muy asequible para la
mayor parte de los cromatografistas.

En resumen, puede decirse que si una parte del libro es s6lo recomendable
para aquellos que quieran profundizar en aspectos tedricos de la cromatogra-
fia, el resto de la obra resulta muy interesante para gran numero de lectores.

The practice of enntiomer separation by capillary Gas Chromatography, por
W.A. Konig. Huthig Verlag, Heidelberg, 1987. 104 pag., 232 ref.

El libro es muy breve, tanto que se asemeja a un articulo de revision extenso.
Tras una introduccion en la que se presentan los conceptos de quiralidad y
analisis estereoespecifico, junto a unos sucintos epigrafes dedicados a las
fases estacionarias quirales y a la preparacion de columnas capilares, el capi-
tulo 2, el mas extenso, describe métodos cromatograficos para la separacion de
aminoacidos, alcoholes, hidroxiacidos, carbohidratos y compuestos carbonili-
cos. Los tres capitulos siguientes son a cual mas breve; en ellos se menciona la
separacion por formacion de complejos en fase estacionaria (segun el método
de Schurig) el uso de derivados diastereoisoméricos y algunas aplicaciones,
junto con varios aspectos de la deteccién y determinacion cuantitativa.

No cabe duda del interés de la separacion cromatografica de isomeros opti-
cos como un meéetodo rapido y sensible para el control de pureza en sintones
quirales, productos farmaceuticos y sus metabolitos, productos naturales,
aromas y tantos otros. Una revision como la que presenta el libro puede servir
como puesta al dia para los interesados en este campo que evoluciona
rapidamente.
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Encuesta

Desde hace tiempo, viene detectandose una gran demanda de cursos, cursi-
llos, seminarios, etc., dedicados a las distintas modalidades de la cromatogra-
fia. En vista de ello, y a peticion de muchos de sus socios, el GCTA ha decidido
comenzar a organizarlos. El primero de ellos, titulado Cromatografia de gases
con columnas capilares, tuvo lugar en Reus el 21 de noviembre pasado, alcan-
zando gran interés en cuanto a participacion. Con la intencion de continuar la
tarea emprendida, rogamos a todos los interesados contesten la adjunta
encuesta, para poder comenzar a programar aquellas actividades que presen-
ten mayores perspectivas de participacion.

Cortar y enviar a:

NOMIDIE .....ccoceeieaianemcscnsonerensmmasercnsassssassssnssssnsssssssssnsnsssnsssnnss
TIDRBBIONY sonnsuassnrsnmmsrmppinsssar o SN T R S TR R A AR Tah
ACTNIOEG DEOTBBIOVIEL & i saio sianisms s imeee s s sanssied st s sy i sesams
EMPprosaiOtanIBMO ......cuccniuaicimsiiisisses s vasessbsrmiissnsvesaveses
Esta interesado en cursos de tipo:

Teorico

Incluyendo practicas
Duracion

Breve (1-3 dias)

Largo (1 semana-meses)

Horario

Intensivo (5-8 horas/dia)

Parcial (a partir de las 17 horas)
Modalidad cromatografica

GC

HPLC

SFC

Otras (especificar)

Enfoque

Fundamentos de la técnica
Aplicaciones (especificar)
(Marcar con una cruz las respuestas afirmativas).
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Cursos

HEWLETT-PACKARD - DIVISION DE QUIMICA ANALITICA
AVANCE DEL PROGRAMA DE CURSOS 1990

BARCELONA

Cromatografia de Gases: 24, 25 y 26 de enero; 4, 5y 6 de abril; 20, 21 y 22 de
junio, y 9, 10 y 11 de octubre.

Cromatografia de Liquidos: 6, 7 y 8 de febrero; 16, 17y 18 de mayo, y 18,19y
20 de setiembre.

Columnas Capilares: 24 y 25 de abril.
Espectrometria de Masas: 6, 7 y 8 de marzo de 1990.
Integradores: 9 de febrero, 21 de setiembre y 26 de octubre.

LISBOA
Cromatografia de Gases: 13, 14 y 15 de febrero.
Cromatografia de Liquidos: 27, 28 y 29 de marzo.

Columnas Capilares: 8 y 9 de mayo.

MADRID

Cromatografia de Gases: 30, 31 de enero y 1 de febrero; 21, 22 y 23 de mayo, y
25, 26 y 27 de setiembre.

Cromatografia de Liquidos: 18, 19 y 20 de abril; 26, 27 y 28 de junio, y 16, 17 y
18 de octubre.

Columnas Capilares: 11y 12 de enero; 8 y 9 de mayo, y 12 y 13 de junio.
Espectrometria de Masas: 13, 14 y 15 de marzo.

Integradores: 2 de febrero; 24 de mayo,; 28 de setiembre; 19 de octubre; 2 de
febrero; 24 de mayo; 28 de setiembre, y 19 de octubre.

SEVILLA
Cromatografia de Gases: 16, 17 y 18 de enero.
Cromatografia de Liquidos: 20, 21 y 22 de febrero.
Columnas Capilares: 5 y 6 de junio.
Integradores: 19 de enero y 23 de febrero.

Si desea usted realizar una pre-inscripcion en cualquiera de estos cursos,
cuyo calendario definitivo aparecera en breve, le rogamos se ponga en con-
tacto con su oficina de ventas mas préxima o llamando al (91) 637 00 11,

sefiorita Bujalance.
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CURSOS EN LA UNIVERSIDAD COMPLUTENSE (MADRID)

Cromatografia de gases. Tralamiento de daios

Organizado por el Departamento de Quimica Analitica de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Hewlett-Packard Espanola, S.A.

Epoca: Junio.

Duracién: 3 dias (intensivo).

Informacion: Profesor Polo, Departamento de Quimica Analitica, Facultad de
Ciencias Quimicas, Ciudad Universitaria, 28040 Madrid, teléfono 449 77 95.

Cromatografia ionica

Organizado por el Departamento de Quimica Analitica de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Metrohm.

Epoca: Junio.

Duracion: 3 dias (intensivo).

Informacion: Profesor Polo, Departamento de Quimica Analitica, Facultad de
Ciencias Quimicas, Ciudad Universitaria, 28040 Madrid, teléfono 449 77 95.

ERASMUS SHORT COURSE

Fundamentals and Applications of Mass Spectrometry
Tuesday, 27 March to Thuersday, 5 April inclusive, 1990
Department of Chemistry, University of Warwick, Coventry, CV4 7AL, UK

The course is presented by members of the institutes of mass spectrometry at
the Universities of Amsterdam, Lisbon, Swansea and Warwick.

The course will be suitable for postgraduate students beginning work in the
fields of mass spectrometry and gas phase ion chemistry and who have only a
limited knowledge of the subject. The earlier part of the course will cover topics
such as instrumentation, ionisation methods, interpretation of mass spectra,
GC/MS and HPLC/MS and tandem mass spectrometry. This will provide a
foundation for the discussion of selected topics of a more specialised nature in
the later part of the course, such as Fourier transform mass spectrometry,
dynamics of unimolecular and bimolecular processes, high molecular weight
mass spectrometry, etc.

The structure of the course will consist of lectures in the mornings of the
eight working days with afternoons devoted to group activities which will
include tutorial work, practice at interpretation, consideration of selected
papers from the literature, presentation of short talks, and practical demonstra-
tions. More general discussions will be organised as required in the evenings.

The number of participants will be limited to approximately 20 with prefe-
rence being given to students from Ireland, Portugal, Spain, Italy and Grecce.
There is no course fee and all local expenses from the evening of Monday, 26
March until the morning of Friday, 6 April will be covered by funds made availa-
ble under the Erasmus Scheme. No funds are carmarked for assistance with
travel but it may be possible to offer very limited assistance in some cases.

Applications, together with a covering letter from a student’'s research super-
visor, should be sent as son as possible to: Professor K.R. Jennings, Depart-
ment of Chemistry, University of Warwick, Coventry, CV4 7AL, UK.

Successful applicants will be notified by mid-February.
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Actividades para 1990

CONGRESOS NACIONALES

Reuniéon Anual del GCTA

Tendra lugar en noviembre, en el marco de Expoquimia y las 5% Jornadas de
Analisis Instrumental.

5% Jornadas de Analisis Instrumental “JAl”

En el marco de Expoquimia, en su 25 aniversario y del 7 al 9 de noviembre, se
celebraran las 5 Jornadas de Analisis Instrumental, organizadas por: Grupo de
Cromatografia y Técnicas Afines (R.S.E.Q.), Grupo Espanol de Espectroscopia
(S.E.D.Q.), Sociedad Espafnola de Quimica Analitica, Grupo Espectroquimico
(R.S.E.Q. y R.S.E.F.) y Grupo de Analisis Térmico (R.S.E.F. y RS.E.Q.).

Las jornadas constaran de conferencias, comunicaciones en forma de cartel
y mesas redondas.

Las conferencias seran pronunciadas por conocidos especialistas invitados
por el Comiteé Cientifico de las Jornadas.

Los temas de las jornadas estaran orientados a la presentacion de contribu-
ciones al desarrollo de las modernas tecnicas analiticas (meéetodos electroqui-
micos, cromatografia, fluorescencia de rayos X, FIA, analisis de superficies,
electrofdresis, microscopia electronica, analisis térmico diferencial, espectros-
copias Raman, IR, UV y visible, RMN, espectrometria de masas, automatiza-
cion, robodtica y sistemas expertos en laboratorios de analisis, quimiometria,
etc.) y sus aplicaciones, fundamentalmente en los siguientes campos:

— quimica ambiental;

— biotecnologia;

— ciencias de materiales;

— alimentos;

— farmacos y drogas;

— polimeros biologicos e industriales.

Los autores interesados en presentar comunicaciones deberan enviar un
resumen de 120 a 200 palabras antes del 1 de febrero de 1990 a: 5 Jornadas de
Analisis Instrumental “JAIl", Expoquimia-90, Avda. Reina Maria Cristina, 08004

Barcelona.
El comité cientifico elaborara el programa definitivo antes del 15 de marzo.

CONGRESOS INTERNACIONALES

41 Pittsburg Conference

Tendréa lugar en Nueva York, del 5 al 8 de marzo de 1990.

Para solicitar informacion, escribir a: Gary W. Christian, Pittsburg Confe-
rence, 300 Penn Center Blvd, Suite 332, Pittsburgh, PA 15235 USA.
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S1 Ud. quiere HPLC

S1 Ud. quiere un buen HPLC...

S1 Ud. quiere un sistema modular...

S1 Ud. quiere un excelente sensibilidad...

S1 Ud. quiere un equipo que no se-averie...

S1 Ud. quiere la mejor relacion calidad precio...

UD. QUIERE UN HPLC SHIMADZU

IZASA, S. A.
C/. Aragoneses, 13

Pol. Ind. Alcobendas
28100 MADRID

C/. Calabria, 174
08015 BARCELONA

CONSULTENOS EN DELEGACIONES DE:

Barcelona: 425 01 00: Bilbao: 476 13 50; Gijén: 35 67 46; Granada: 28 07 50;
Las Palmas: 24 21 49: Madrid: 653 71 99; Murcia: 29 87 11; La Laguna: 65 01 12;
Santiago de Compostela: 58 28 00; Sevilla: 36 4] 66; Valencia: 347 66 65;
Zaragoza: /7 17 14



20 International R.W. Frei Memorial Symposium on Environmental Analytical
Chemistry

Tendra lugar en Estrasburgo, del 17 al 20 de abril, organizado por la Interna-
tional Association of Environmental Analytical Chemistry. El programa cienti-
fico constara de conferencias, carteles y tres mesas redondas. La asamblea
anual de la IAEAC tendra lugar durante la reunion. Simultaneamente se cele-
brara un workshop sobre Quimica y analisis de hidrocarburos de interés
ambiental. Los trabajos presentados en ambas reuniones se publicaran (previa
revision) en el J. of Environm. Anal. Chem. y en el J. of Toxicol. & Environm.
Chem.

Para solicitar mas informacion, escribir a: Prof. Joan Albaigés, Centro de
Investigacion y Desarrollo (CSIC). Jordi Girona, 28-36. 08034 Barcelona.

2nd International Symposium on Applied Mass Spectrometry in the health
sciences

Como ya se anuncio en el numero anterior, tendra lugar en Barcelona, del 17
al 20 de abril, organizado por E. Gelpi y con la colaboracion del GCTA.

Aungue la fecha tope para el envio de resumenes es el 20 de enero, se podran
presentar resultados de ultima hora mediante la modalidad Stop press last
minute contributions, que se aceptaran hasta el 30 de marzo. Estos trabajos
figuraran como Addenda al Libro de Resumenes. Todas las contribuciones al
Congreso se publicaran (previa revision) en el J. Chromatogr. Biomed.
Applications.

Se puede obtener informacion mas detallada escribiendo a: Secretaria Con-
grés, Palau de Congressos, Avda. Reina Cristina, s/n, 08004 Barcelona, Tel.
93-423 31 01. Teélex 53 117. Fax 93-426 28 45.

11 International Symposium on Capillary Chromatography

Tendra lugar en Monterrey, California, del 14 al 17 de mayo de 1990. Cons-
tara de conferencias, carteles, mesas redondas, seminarios de instrumentacion
e incluira una exposiciéon comercial. El programa cientifico versara sobre los
ultimos avances en:

Técnicas de separacion:

— cromatografia de gases capilar y sus acoplamientos con MS, FTIR y AES;

— micro-HPLC;

— SFC;

— electroforesis capilar;

— técnicas de preparacion de muestras.

Nuevos metodos y aplicaciones en:

— analisis ambiental,;

— quimica organica y farmacéutica;

— petroquimica;

— aromas,

— bioquimica;

— alimentos;

— analisis de trazas.

Para solicitar mas informacion, escribir a: Dr. P. Sandra, Laboratory of Orga-
nic Chemistry, University of Gent, Krijslaan 281 (S4), B-9000 Gent (Bélgica).
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Euroanalysis VII

La VIl Reunion Europea de Quimica Analitica (Euroanalysis) tendra lugar en
Viena, del 26 al 31 de agosto de 1990.

El programa constara de tres secciones, ya que se prevén 70 conferencias y
unas 500 comunicaciones.

a) Aplicaciones de la quimica analitica.
al) Environmental Systems and Food.

— Air. Convener: J. Albaiges, Centro de Investigaciones y Desarrollo, Barce-
lona, Spain.

Pollutants-phase Association in Urban Atmospheres: Sampling and Analyti-
cal Methods.

— Water. Convener: B. Salbu, Agricultural University of Norway, Aas-NLH,
Norway.

Analysis of Trace Metals and their Physico-Chemical Forms in Water.

— Soil. Convener: A. Ure, Dept. of Pure and Applied Chemistry, Glasgow,
United Kingdom.

Trace Element Speciation in Soils, Soil Extracts and Solutions.

a2) Pharmaceutical and Biomedical Science

— Drugs and Metabolites. Convener: D. Westerlund, Biomedical Center,
Uppsala University, Uppsala, Sweden.

Current Separation Techniques for the Analysis of Pharmaceutical Drugs and
Metabolites in Complex Matrices.

H. Ehrsson, Karolinska Pharmacy, Stocklholm, Sweden.

Bioanalytical Methodologies in Cancer Research.

A.F. Fell, University of Bradford, United Kingdom.

Computer-Aided Validation of Reversed-Phase and Chiral LC in Pharmaceu-
tical Research and Development.

W. Lindner, Institute for Pharmaceutical Chemistry, University of Graz,
Austria.

Enantioselective Pharmaceutical Analysis: Principles and Applications.

— Diagnostics and Therapy Control. Convener: J. Breuer, Marienhospital,
Gelsenkirchen, Federal Republic of Germany.

New Trends in Methodological Developments in Clinical Chemistry.

H. Greiling, Clinical Chemical Central Laboratory of the University, Aachen,
Federal Republic of Germany.

HPLC in Clinical Chemistry.

L. Siekmann, University of Bonn, Federal Republic of Germany.
Mass Spectrometry in Clinical Chemistry.

M.M. Muller, Department of Surgery of the University of Vienna, Austria.

Bioluminescence Techniques in the Clinical Chemistry Laboratory.

a3) Biotechnology

— Process Control and Product Quality, Convener: B. te Nijenhuis, Interna-
tional Biosynthetics, Rijswijk, The Netherlands.
Challenges in Biotechnological Analysis.
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Analice sus muestras con una nueva luz.

Detector UV-Vis por fotodiodos para Cromatografia Liquida
Waters 990.




El poder de la Comunicacién en HPLC

Sistema Powerline Waters
de mdédulos cromatogréficos

Intercomunicacién

El sistema Powerline de Waters es
un nueve concepto de control y
comunicacion para cromatagratia
llquida, gue se aplico o sistemas
modulares ¢ coampactos Waters,

los sistemas cromatogrdficos
Powerline permiten el contral de la
programacion de gradientes,
Inveccion v pammetros de
deteccion desde un sélo leclado,
va sea el del propio pragramador
de gradientes, Waters 6UOE, u
ordenador personal,

Ly intercanexian entre los dishintos
modulos del sistema
cromatogratico facllita la
documentacion e impresidn de las
condiciones de trabgjo en &
informe analltice.

Entre los detectores conectables al

sistema Powaerline se incluyen el
de fotodiodos, los UVVIS

programables multicanal © de un
séie canal v 2l de indice de
retraccion. El sisterna Powerline
puede incluir también
muestreadores automaticos WISP
y sisternas de tratfamientc de
Datos.

Para ampliar informocién, o asistir
a ung demostracion, pongase en
contacto con la Divisidn de
Cromatogratic Waters de
Millipore |bérica, S5.A. en:

Entenza, 28 Entle.
08015 BARCEIONA
Tel. (93) 32596 16

Avda, del Llang Costellane, 13
28034 MADRID
Tel. (21) 729 03 00

Woaters

Division of MILLIPORE



a4) Materials Science

— Organic Materials. Convener: G. Glockner, Chemistry Department, Tech-
nical University, Dresden, German Democratic Republic.

The Molecular Structure of Synthetic Organic Materials: Solution of Pro-
blems by Modern Analytical Chemistry.

L. Sabbatini, Chemistry Department, University of Bari, Italy.

Surface Spectroscopic Characterization of Advanced Polymer Materials.

R. Kuhn, Bayer AG, Leverkusen, Federal Republic of Germany.

Polymer Analysis: Determination of Molecular Parameters of Industrial
Polymers in Relation to their Properties.

— Inorganic Materials: Convener: G. Tolg, Institute for Spectrochemistry,
Dortmund, Federal Republic of Germany.

H.M. Ortner, Metallwerk Plansee, Reutte, Austria.

The Characterization of High Tech Materials: Perspectives, Challenges,
Trends.

a5) Arts and Archeology

Convener: Ch. Lahanier, Palais du Louvre, Paris, France
Scientific Methods Applied to the Knowledge of the Works of Arts.

b) Métodos en quimica analitica
b1) Atomic Spectroscopy

N. Omenetto, Commission of European Communities, Ispra, Italy.

Laser Spectroscopy.

B.V. L'Vov, Polytechnical Institute Leningrad, Soviet Union.

Analysis of Solids by Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry.
A. Sanz-Medel, Chemistry Department, University of Oviedo, Spain.
Inductively Coupled Plasma - Optical Emission Spectroscopy.

G. Hieftje, Chemistry Department, University of Indiana, Bloomington, USA.
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry.

b2) Molecular Spectroscopy

J. Van der Greef, Tno-Civo Institute, Zelst, The Netherlands.

New Developments in Mass Spectrometry with Emphasis on Hyphenated
Approaches.

P. Grosse, Institute for Physics, Technical University, Aachen, Federal Repu-
blic of Germany.

Analysis of Thin Solid Films and Surfaces by Infrared Spectroscopy.

b3) Separation Techniques

F.M. Everaerts, Technical University, Eindhoven, The Netherlands.

High Performance Capillary Electrophoresis.

P. Schoenmakers, Philips Research Laboratories, Eindhoven, The Nether-
lands.

Mobile and Stationary Phases Supercritical Fluid Chromatography.

P. Richter, Ciba-Geigy, Basel, Switzerland.

MS-MS Applications in the Structural Analysis of Composite Samples.
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b4) Electrochemical Methods

K. Toth, Institute for General and Analytical Chemistry, Technical University,
Budapest, Hungary.

Potentiometric Chemical Sensors.

Z. Stojet, Department of Chemistry, University of Warsaw, Poland.

Submicroelectrodes: A New Approach in Electroanalytical Chemistry.

b5) Sensors

O. Wolfbeis, Institute for Organic Chemistry, University of Graz, Graz,

Austria.
Opto-chemical Sensing - a Critical Review.
Yu. G. Vlasov, Chemistry Department, Leningrad University, Leningrad,

Soviet Union.
Mosfet-Sensors.

b6) Radiochemical and Nuclear Technigues

C. Vandecasteele, Institute for Nuclear Sciences, Gent, Belgium.
Activation Analysis: Present Status in Relation to Other Analytical

Techniques.

b7) Thermal Analysis

P K. Gallagher, AT&T Bell Laboratories, Murray Hill, USA
Advancing Thermal Analysis in Response to the Increasing Demands.

b8) Local and Surface Analysis

Jointly organized with the European Microbeam Analysis Society (EMAS).
P. Trebbia, Laboratoire de Physique des Solides, Université de Paris-Sud,

Orsay, France.
Local and Surface Analysis with an Analytical Electron Microscope.

P. Van Espen, Universitaire Instelling Antwerpen (UIA), Center for Trace
Analysis, Wilrijk, Belgium.

Chemical Image Processing in Micro- and Surface Analysis.

G.W.W. Smith, Department of Metallurgy and Science of Materials, University

of Oxford, United Kingdom.
Atom Probe Microanalysis.

b9) Structure Analysis of Solids

R.J. Behm, Institute for Cristallography, University of Munich, Federal Repu-

blic of Germany.
Scanning Tunelling Microscopy on Clean and Adsorbate Covered Metal

Surfaces.
E.J.van Loenen, Philips Research Laboratories, Eindhoven, The Netherlands.

Scanning Tunneling Microscopy on Semiconductor Surfaces.

T. Murata, Kyoto University of Education, Kyoto, Japan.
Synchrotron Radiation for Structure Analysis (Exafs and Xanes).

b10) Immunoassay

J. Marchand, Cis Bioindustries, Gif-sur-Yvette, France.
Techniques and Trends in Immunoassays.
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b11) Other Methods, e.g. Photometry, Kinetic Methods, Process Analysis,
Flow Injection Analysis.

c) Sesiones especiales
c1) Sample Preparation for I