9YO VIADIS MMM
(G00Z) L 'WNN 92 NIWNTOA

VLAO3S v1 30 NIL3T08

SECYTA




-

C romatograf" Ia ionica
reactivos

- . o
=
_— ,\b__ ,.‘."J :

Raasnont Eron
Heanent-tree

Ic. TECNOLOGIA REAGENT-FREE IC

—
I =
_ @ Ahorro de tiempo, trabajo y coste. . »
: e, @ Mejora de la reproducibilidad. : . |
- g : » @ Rango mas amplio. \/[
[ A n. .z - L
e~ @ Mayor sensibilidad. \l/
o cvaomeLeonts @ Gradientes de forma facil y de rutina. \/
. i

A
f——_
/e
VERTEX
I www.vertex.es

TELS: Barcelona 93 223 33 33 - Madrid 91 324 00 14 - Bilbao 94 447 19 99 - Valencia 96 348 90 92 - Vigo 986 70 00 72
FAX: 93 223 22 20 - vertex@vertex.es - S.A.T. Asistencia Técnica 902 19 97 92



CROMATOGRAFIA Y TECNICAS AFINES
Madysid. junio de 2004 Vol 26, nim )
ISSN 1132-1369

Sociedad Espafiola de Cromatogralia y Téenicas Afines (hitp/fwww secyla.org)

INDICE

2 Editorial 1
ARTICULOS

3 Current Methodological Advances in the Discovery of Protein and Peptide Disease
Markers por Péter Horvatovich, Natalia Govorulhina y Rainer Bischoff

2 Microextraccion en fase solida: Aplicacion al andlisis de pesticidas por Javier Herndndez
Borges, Miguel Angel Rodriguez Delgado v Francisco J. Garcia Montelongo

28 Determinacion de aspartico, glutdmico y glicina procedentes de muestras biolégicas
mediante RP-HPLC, utilizando como derivatizante el carbamato de 6-aminoquinolil-N-
hidroxisuccinimidilo por M. Teresa Oreiro Garcia, M. Dolores Vizqguez Hlanes, Germdn
Sierra Paredes y Germdn Sierra Marcuiio
NOTICIAS DE LA SECyTA

34 La 5% Reunién Cientilica de la SECyTA

37 Nuevos socios
INFORMACION BIBLIOGRAFICA

38 Resefia de libros

39 Articulos de interés
DE NUESTRAS EMPRESAS COLABORADORAS

41 Novedades técnicas

Redaccion: Elena Ibdfiez (elena®@ifi csic es), Alejandro Cifuentes (acifuentes @ifi csic.es)
Instituto de Fermentaciones Industiiales (CSIC)
Isabel Martinez Castro (igomce 16 @iqog csic es), Lourdes Ramos (1 ramos @ igog csic es)
Instituto de Quimica Orgdnica General (CSIC)
Juan de a Cierva 3, 28006 Madrid Tel 91-562 2900
Publicidad: José Luis Andréu
Instituto de Fermentaciones Industriales (CSIC)
Juan de 1a Cierva 3, 28006 Madrid. Tel. 91-362 2900, ext 355
Comité Editorial: A Cifuentes, M. de Frutos, E Ibdfiez, M.L. Marina, 1 Martinez Castre, .. Ramos
Depdsito legal: M-1902-1975
Disefio, preimpresion e impresién: Helios, S L. » Duque de Sevilla 16+ 28002 Madrid « Tel. 91 768 49 50
Diseiio de portada: Pau de Riba

Los autores son iesponsables del conlenido de sus articulos.




DIVIDEY VENCERAS, LAAGUJA ENEL PAJARY LA FUERZA BRUTA.

En un reciente editorial de larevista Lab on a Chip™, Andreas Manz y Harp Minhas consideraban el paraielisme entre la teoria de la infor-
macion y la quimica analitica, o fa todavia mis compleja quimnica bicanalitica Lo finalidad dltima de la guimics (bio)analitica es fa identifica-
cion y cuzatificacion de todos los componentes de una muestri, en funcién del tiempo y en funcién det espacio. Cuanto mids simple ses I mues-
tra, s ficil es cumplir este objetive Por eso, en quimica analitica siempre se ha aplicado la méxima de divide y vencerds: lus marchas analfli-
cas, que los menos jovenes aprendimos duranie auestros afios en fa Facultad, se busaban en sepurar lus mezclas complejas de aniones y cationes
en grupos mis simples gue tenfan una o varias propiedades en comiin

En el caso de los andlisis bioguimicos las mezclas pueden ser extraordinarinmente complejas Basten un par de botones de muestra: en el
plasma humano hay mas de 100 proteinas mayoritarias y un sdmeroe indefinido de minoritarias, en una orina se determinan mds de 75 especies
quimicas {algunas de ellas valoradas globatmente, come el N total, gue engloba todos fos aminodcidos de la muestra). La cuantificacidn exscla
de estos pardmetros sraliticos puede ses importante para un correcto diagnostico (y a veces, prondstico) de Iz enfermedad Sin embargo, la estra-
tegia de divide y vencerds pura este tipo de andlisis no siempre es aplicable y, menos, en tiempos de andlisis tan cortos como los que requicren
actualmente los taboratotios clinicos, los métodos de eribade (screening) de alio rendimiento, el control antidoping, eie. Para este tipo de proble-
mas anaffticos se estin empezando a perfilar nuevos estrategins

Una de ellas es fa bldsqueda de la agufa en ef pajur Bn lugar de vaciar cuidadosamente el pajar para tratar de encontrar by sguja, poedemeos
usarsn “imin” que nos ayude a localizarla Los métedos que emplean reconocimiento maolecalar como los “arrays™ de genes o de proteinas, ias
técnicas de inmunoblotting o inmuno histoguimica, o las particulus inmunomagnéticas, se basan en este principio

Laotra aproximacion al problema de las muestres complejas es fa que podriumos denominar de firerza bruta. Cuando se trata de analizar el
proteoma humano completo, -el conocimiento de todas las proteinas qee uni determinada célula o grupo de célalas (tejido, drganc) expresan en
un momentao deserminado en un see vivo-, fa cosa empieza a complicarse mds. Si admitimos gue e genoma humano tiene 36.000 genes y que
debido a procesos tales como gene splicing, glicosidacion, fosforitacion, ete , cada gen tiene potencialidad para producir 10 proteinas, el proteo-
ma humano tendria unas 300 000 proteinas Afortunadamente no todos jos genes se expresan al mismo tiempo, algunos estdn durmientes. Atin
asi. el problema de separar mezelas con 10% 10" componesntes es un reto gue parece inafcanzable y para el que quizd sea necesario volver al divide
v vencerds de la quimica analitica de los afios 50 friceionando el proteoma en subproteomas ™ En eslos casos son necesarias téenicas de sepura-
cidn muy potestes para separar una a ung lus proteinas de un (subjprotcoma Eneste sentido, e utilizacién de téenicas de separaciones unidi-
mensionales viene limitada por su modesta capacidad de picos. La ecvacion cldsien que da esta rragnitud ¥ nos dice que las téenicas cromato-
grificas o electroforéticas pueden permitimos separar en el mejor de [os casos entre 500 y 1000 componentes ¥ con una resolucion unidad, Si
queremos aumentar esta capacidad en 2 drdenes de magnitud hay que recurrir a téenicas bitmulii)dimensionales. Silas téenieas que se acoplan
basan su separacién en propiedades muy diferentes de los anafitos {columnas de distinta polaridad, separacidn por cargs en ung dimensién y
peso molecular en la otra, ete } y si la transferencia de una dimension a otra se hace sin perder eficacia 1z capacidad de picos en fa téenica
bi{multi)dimesional serd ei producto de fas capacidades de las dos (o 1as varias) dimensiones acopladas  Es decir, en teorin se podria esperar
entre 230.000 y ur miilén de componente en un acopluniento bidinensional En la prictica nunci el acoplamiento es perfecto y la capacidad de
picos sucle ser dos o tres érdenes de magnitud mils bajos, como se constata en electroforesis bi-dimensional en geles de SDS. el caballo de bata-
ta de a protedmica acial ®

Afortunadamente los quimices analiticos se ercuentran con herramientas cada vez “mds potentes” pura poder aplicar esta aproximacién de
Sfuerza brure Los acoplamientos bidimensionaies tamo en Cromatografia de Gases ™, como de liquidos '™, como en electroforesis capilar ™
empiezin a aparecer

Por otra parte, en técnicas de separacidn desde principios de los 70 hemos tenido, y ahora mis & nuestro aleance que nunca, la espectrome-
tria de masas (MS) como otra dimensidn. Los acoplamientos GC-MS, HPLC-MS y CE-MS van ganado en popularidad  Por tanio, es concebible
acoplamientos tridimensionales, tales como GC-GC-MS, HPLC-HPLC-MS o CE-CE-MS. 8i aplicamos a estos sistemas tridimensionales los
criterios de capacidad de picos antes estublecidos se podrian obtener tedricamente capacidades entre 125 000 y ;1 1 000 millones de picos!!
Aungue las eficacias reales obtenidas son menores, todavia tenemos “fuerza’ para resolver problemas complejos.

Aunque la instrumentacion para este tipo de acoplamientos, en los casos en que es comercial, es todavin cara, jsofiar no cuesti dinero!

J.C. Dicz-Masa
Presidente de la SECvTA
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INTRODUCTION

Most diseases result in significant changes of human
physiology. which alter processes at the molecutar fevel
in the human body. These changes may be measurable
and serve as diagnostic indicators. For clinical practice it
is advantageous 10 study these changes in easily
accessible biological samples mainly derived from blood.
Many terms aie used to describe biochemical changes
related 1o disease and teatment effects, such as biological
markers, biomarkers, surrogate markers, swrtogate or
intermediate endpoints, and other terms that have
overlapping meanings The Biomuarkers Definitions
Waorking Group of the National Institutes of Health
Director’s Initiative on Biomarkers and Surrogate
Endpoints gave the following definition of biomarkers "
“Biological marker (biomarker): A characteristic that is
objectively measured and evaluated as an indicator of
normal biotogical processes. pathogenic processes, or
pharmacologic responses o a therapeutic intervention.”

Based on this definition, a biomarker may be a
biological molecule (¢ g a protein) bul also a eytological
test or the non-invasive imaging of a diseased organ In
our review we will [ocus on the analysis of proteins and
peptides as potential biomarkers. There e two major
approaches for biomarker discovery. The hypothesis-
driven approach is used, when the molecular mechanism
of the disease is well understoed, and it is possible to
select potential candidate markers to follow the discase
state M However, in most cases the mechanistic
knowledge is insulficient for a directed approach
imposing comparative profiling of samples ¥, Profiling
relies heavily on the stringent classification of patient
groups and preferentially their follow up over extended
time periods (longitudinal studies). A comparative
profiling appioach may, however, allow Lo improve the
differentiation or classification of patients based on
biomarkers or biomarker patterns. Another major
challenge in profiling biological fluids is the 1elatively
targe natural variation of protein, peptide or metabolite
concentrations between individuals, and the diversity and

compiexity ol these samples. These intra-individual
differences may result from widely vaurying nutritional
habits, the ellect of natwal cycles {e.g. day/night),
environmental and sociai aspects (e.g. water and ak
pollmants. smoking), and genetic differences between
individuals (e g. CYP450 profiles)

A critical point for the validation of new, mote
predictive biomarkers or multiple correlated biomarkers
{(marker patterns) is to assess the natural concentration
range of the candidate compounds and the variation
within & given group of individuals Fos this reason the
discovery and validation procedure is fengthy and requires
often large-scale studies. Furthermore it necessitates good
communication and an understanding of the problems
between all participating parties. Biomarker discovery
tesearch relies on an integrated approach combining
medical sciences, analytical sciences and data sciences
(Figure 1.} This procedure is first of all based on well
characterized patient groups. which is the primary
responsibility of Medical Sciences. Next samples need to
be taken and handied in a reproducible manner so as not to
aflect the biomolecules of interest. The ensuing analytical
procedure should be carefuily developed to lower
variability intioduced by the sample preparation and
analysis method. The statistical evaluation of the obtained
data has to assess the variability of the individual elements
involved in the profiling process (¢.g. patient background,
samphing procedure, sample preparation and analysis
steps) and give information on statistically significant
correlations between analytical data and the clinical
aspecis of the disease In the case that correlations can be
established, these biomarker candidates need to be further
validated in larger clinical studies This often requires a
different anadytical platform, notably based on high-
throughput immuneassays. Ultimately, a threshold value
needs to be defined based on large data sets and this
threshold needs to be readjustied based on newly incoming
data Delining a threshold should reduce the number of
false negatives {patients with disease that remain
undiagnosed) and false positives (healthy individuals
diagnosed as discased) (Figure 2),

CIA Vol 26(1). 2605
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Medicinal Sciences

Analytical Sciences —> Data Sciences

Figure L. Schematic representation of the working environment for biomarker discovery research
Based on the classification of patients by Medical Sciences, Analytical Sciences generates data from
relevant biological samples that are processed and statistically analyzed by Data Sciences
Information generated after data analysis wil} be fed back into the project team to advance the
understanding of the disease and possibly to prioritize new biomarker candidates.

cut-off value

controls

TN

FN [X] —=

diseased

—a—— number | number —p-

Figure 2. Schematic diagram of the effect of defining a threshold (cut-off) value for a given biomarker on
the number of false negatives (FN: patients with disease that remained undiagnosed) and false positives (FP:
healthy individuals diagnosed as diseased) This scherne also highlights that it is generally not possible to
have a 100 discrimination and that improved biomarkers should reduce the number of FN and FP.




Recently most of biomarker research has focused on

various forms of cancer. Cancer refers to o sange of

disenses characterized by uncontralled cell division.
Cancers can be classilied based on their localization,
origin or on the molecular mechanism of growth Early
detection improves tieatment options significantly for
most cancers driving the present biomarker discovery
cfforts. Biomarkers may also serve o classily patients
better to give them the most appropriate treatment and
monitor therapeutic efficacy of the treatment. Biomarker
discovery in cancer is based on the assumption that
cancer ceils themselves produce a different spectium of
biomolecules and that they influence their environment to
alter its composition (e.g. breakdown of extracellular
malrix proteins, secietion ol growth factors). It is these
changes that scientists are trying to pick up in readily
available body {luids amengst a vast amount of
unaffected proteins, peptides or metabolites that may,
however, change as a result of unrelated phenomena{e g
nuirition) Indeed itis the great challenge ol biomarker
research not only to find physiclogical differences
between healthy and diseased people but to make sure
that these changes have a correlation with the specific
disease in question Only then can biomarker research be
transiated into better diagnosis and eventually better
treatment options {or the patient.

The most important characteristics of a suitable
biomarker {or cancer can be considered as follow:

= carly diagnosis: for risk assessment, to support
disease prevention or to allow timely therapeutic
intervention and cure.

+ reliability: minimal rates of false positive and false
negative results.

» follow-up: effectiveness of therapy and reliable
detection of disease recurrence

«improved tumor classification: to allow a more
targeted and personalized therapy

We will focus on different secently developed
analytical techniques for biomarker research with special
emphasis on chromatography and mass spectrometry.

METHODOLOGY

Most clinical assays are performed in blood or one of
its derivatives (plasma or serum) These body fluids
contain in high diversity and concentration range (up to
twelve orders of magnitude) peptides, pioteins and
metabolites of different functionality. To lower the
variability of the profiling procedure, it is of main
importance te perfoim the sample collection in a well-

conttotied and characierized manner in view of the
stabifity of the analytes ol interest {e g proteins). Inthis
respect the eliect of coagulation on the serum proteome
hus attracted some attention as has the stability of plasma
over time ¥ Next to well-controlled sampling and sample
handling, randomization of samples is an essential part of
the procedure o avoid confounding effects like
electrospray stability and ionization efficiency, shifting
of instrument electronics, varistions in room lemperature
etc These may resull in systematic errors that appear fike
trends, if for example, all controls are measured first
{oltowed by all patient sampiles. The key factor for
designing the analytical procedure is minimization of the
variability occurring during the anaiysis, by e .z keeping
the procedure simple, choosing robust sample
preparation and analysis steps and the use of internal
standards

Most often chromatographic separation coupied to
mass spectrometric detection is used, a technigue witha
linear dynamic measurement range of about lour orders
of magnitude, enabling thus only the investigation of the
more concentrated part of the serum proteome. Human
Serum Albumin (HSA) and Immunoglobulins {1gG)
represent about 60-80% of the total serum protein
content™ and this reduces largely the dynamic range of
the analytical methods for serum proteomics. To
overcome this limitation aflinity columns containing
specilic antibodies or dye ligands have been used to
remove high abundance serum proteins. A variety of
depletion columns is currenily on the market. Some of
them bind only HSA and/or 1gG, others deplete other
proteins like Transferrin and o,-Antitrypsin "' Even
depleted serum contains a wide range of proteins not
taking into account that post-translational modifications
contribute significantly to the overall complexity

Liquid chromategraphy mass spectrometry
(LC-MS)

The proteins present in depleted serum samples can
be analyzed directly by high resolution mass
specirometry or can be separated by two-dimensional gel
electrophoresis (2-DE). 2-DE was the first separation
technology that was apphied 1o the discovery of
biomarkers in plasma and serum U®. The application of
this technique is, however, very work-intensive and has
thus been complemented by methods that can be more
easily automated like SELDI-TOF-MS (see later) or LC-
MS Different high resolution multidimensional HPLC
systems have been used recently to analyse depleted,
irypsin digested serum or plasma. The most adapted
HPLC system for mass spectrometiic analysis uses C18
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reverse phase (RP) stationary phases as their final
dimension, which allows adequate separation of peptides
obtained after tryptic digestion. For proteomics micro-
(1 mm ID} o1, if a low detection limit is required, nano-
columns (100-25 um ID) are used. The digestion of one
protein gives rise to ~50 proteolytic fragments, thus
increasing sample complexity considerably, which makes
the use of multi-dimensional, high resolution separation
systems compulsory "** The most popular systems use
strong cation or anion exchange as the first and CI8 RP
chromatography in the second dimension, which is
coupled directly to the ionization interface of a mass
spectrometer . Such systems present an improved
dynamic range and an extended separation efficiency
{e.g. by the MudPIT approach 1484 proteins weie
identified in the yeast proteome ') and thus allows the
detection of low abundance proteins ®". Even though
automation of LC-LC-MS reduces the need for intensive
user intervention, it remains time consuming, since a
single run often takes about 2h and some 24 {ractions
may have to be analyzed per sample. While this may still
be acceptable for biomarker discovery, it is not suitable

for large clinical validation studies requiring analysis of

thousands of samples. For such validation smudies
biomarket candidates have to be selected and the
methodological platform has to be changed to one of
higher throughput, like an immunoassay.

Relevant biomarkers may also be discovered in the
low molecular weight fraction of the proteome, also
termed the “peptidome” ® In order to enrich the
peptidome, it is necessary to perform a prefractionation
of the sample (e.g serum), based on molecular size An
elegant way of combining size exclusion of large proteins
and chromatographic enrichment of the peptidome is
based on the use of restricted access material (RAM)
chromatography. This column combines the separation
method of size exclusion with reverse phase (RP) or
cation-exchange chromatography "% Only proteins and
peptides below a certain size have access to the inner pore
surface of the silica based stationary phase and are thus
retained, while the larger proteins encounter only the
hydrophilic, non-adsorptive outer surface and are found
in the flow-through. The appiication of an in-line coupled
multidimensional chromatographic system containing
RAM, cation-exchange and RP dimensions, applied to
the hemofiltrate of patients from a nephrelogical centre
allowed to reach a peak capacity of about 5000 7

New chromatographic stationary phases using
smaller diameter size packing materials have been

recently introduced to produce separations with better
resolution in less time " with promising results for

Current Methodological Advances in the Discovery
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shotgun proteomics and peptidomics #*. However the
smaller diameter of the particles increases the working
pressure of the system to about 10000 psi, and
necessitates the uwse of special HPLC equipment
Monolithic reverse phase columns based on silica or
organic polymer materials have also shown potential to
enhance separation efficiency and to reduce analysis
time. These columns contain a continvous, single piece of
a polymeric network of highly interconnected pores
forming larger and smaller open flow-through channels
which atiow the mobile phase to pass easily through the
column. Moreover, the enhanced permeability of
monolithic vs. particulate columns results in a much
lower pressure and faster mass transfer, allowing the use
of higher flow rates thus shortening the analysis time #

Quantification

For comparative studies it is critical that the
variability of the analytical method itself is kept to a
minimum Especially LC-MS is prone to variations due
to the effect of sample components on ionization
efficiency and the many tuning parameters of the mass
spectrometer {interface, ion optics, detector). This is why
normalization of the data based on internal standards is
customary. The added internal standards should resembie
the analytes of interest in their physico-chemical
properties as much as possible. This is why proteins o1
peptides are wsed as standards in proteomics or
peptidomics applications. [n order to discriminate the
internal standards from the analytes themselves, they
must, however, differ somewhat to result in a slightly
shifted retention time and/or a different molecular mass.
The presence of internal standards should also not lead to
ton suppression effects on particular analytes thus their
added amount should be on the same order as the analytes
of interest

Most quantitative LC-MS studies use stable isotope-
labeling chemistries for quantitative comparison of
samples of different origins. The common feature of these
techniques is the incorporation of stable isotopes into
proteins or peptides before or after tryptic digestion thus
generating an internal, global standard for every proiein or
peptide in the mixture. The principle of relative
quantification using stable-isotope labeling is that one
sampie is labeled with the light isotope (e.g *H) while the
other samples is treated identically but with the heavy
isotope {e g °D). After the labeling procedure the samples
are mixed at even protein amounts, separated and the ratio
of light to heavy peptides determined by MS or MS/MS
The chromatographic analysis and all analytical steps
after labeling present negligible isotope discrimination,



which leads to u signilicant decrease of errors caused by
the analytical method in the final gquantitative date It
needs to be kept in mind that unless a defined set of
standards 15 added in well known amounts for calibration,
this method gives only a comparative quantilication
between the differentially labeled samples and no absolute
concentration values

Stable isotopes can be incorporated in proteomics
samples by metabolic labeling, chemical labeling or
enzymatic labeling ' Proteins in cells grown in culture
can be metabolically labeled with stable isotope-labeied

B

amino acids like arginine ¥\ lysing "™, tyrosine "% or
teucine ¥ This approach reguires that cells grow in
culture 1w incorporate heavy isotope (e g "C. PNy labeled
autrients (Figure 3)™ While labeling can be achieved
even in multicetlular organisms Y.L is not possible 1o
apply it to samples like biopsies or body {luids often
encountered in clinical research The Isotope Coded
Aflinity Tag (ICAT) guantitative labeling strategy !
which is part of the chemical labeiling set o methods
is perhaps the best-characterized method for relative
protein quantification using MS The ICAT technology
uses o binary set of reagents reacting with free thiol
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Figure 3. Main steps of quantifying differential protein expression in cell cubture using metabolic stable
isotope fabeiling Two samples of interest are labelled with & light and heavy isolope of the same
element {e g "C and *C) mixed and submitted to the analytical and data analysis procedure The
obtained mass spectra give 2 peaks (light and heavy) for 2ach peptide representative of the different
amounts in the two original samples {reprinted from Y. Oda er ol In Proc Nati Acad Sci .96 (1999)
6391-6596. Copyright 1999 National Academy of Science, USA)Y
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groups in cysteine and containing either “C or “C atoms,
since the originally designed deuterated ICAT reagents
resulted in a slight chromatographic retention time shift
4538 91 The reagent contains also a biotin group, which
allows japid affinity isolation of tagged cysteine-
containing peptides. A further advantage of the
technology is that generally several peptides of the same
protein can be measured (depending on the number of
free cysteines in the protein), and the statistical precision
of the relative protein quantification is enhanced by
averaging the individual peptide ratios. The use of mass-
difference labels augments the complexity of mass
spectra, and this problem increases with the number of
multiplexed sets of samples Finally, the cysteine-
selective affinity strategy for reduction of sample
complexity is not amenable to identification of post-
translationally modified peptides, as the majority of
peptides containing post-translational modifications are
discarded at the affinity isolation step "™ While the ICAT
methodology was the first to open the field of chemical,
stable isotope labelling in proteomics, there have been
many more reactions adapted to this task The reader is
referred to recent reviews for further information 7 %4

Further improvement of the label design uses a
multiplexed set of reagents attaching isobaric mass labels
(iTRAQ) at the N-terminus and lysine side chains of

Current Methodological Advances in the Discovery
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peptides in a mixture of digested proteins. These reagents
are differentially isotopically labeled such that
all derivatized peptides are isobaric (they have the
same molecular mass) and chromatographically
indistinguishable, but yield signature or reporter ions of
different m/z values in the low mass range upon collison-
induced dissociation (CID). ¥ The “reporter group” of
the reagent contains different numbers of “C and "N
isotopes while the “balance group” serves to adjust the
overall mass of the label to be isobaric. The “balance
group” is lost during MS/MS (neutral foss). Using this
strategy 4 mass differentiated labels can be employed to
compare 4 samples in one LC-MS 1un The reagents
contain an N-hydroxysuccimide activated ester, which
reacts with primary aliphatic amines at the N-terminus or
the side chain of lysine (Figure 4). MS/MS of peptides
labeled with the ITRAQ reagent gives unique fragment
ionsof 114, 115, Héor 17 atomic mass units (amu) It
should be noted that relative quantification requires that
CID produces the reporter fragment ions in a
quantitatively reproducible manaer proportional to their
amounts and that there is no overlap with other ions at the
specified m/z values. An advantage of this method is
fusther that C1D spectra of labeled peptides, shown to be
up- or down-regulated, can be obtained at higher collision
energies for subsequent identification by database
searching ™

A isobaric Tag
Total mass = 145

A Amnine spedcific peptide
Reporter Group mass , reactive group (NHS)
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Figure 4. Composition of multiplexed isobaric tagging iTRAQ® reagents (A) Shows the main parts of the compound, which contains an
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Surlace enhanced laser desorption ionization-time
of {ligh{ (SELDI-TOF) mass spectrometry

The SELDI-TOF approach has found widespread use
tor biomarker discovery. since it is simple to realize and
enables fast screening ol large numbers of samples.
SELDI-TOF combines sample preparation on protein
chips with mass spectrometric analysis. The core of the
method is a chip containing ditferent switaces able 10
eetain different subsets of proteins from complex

biological sampies Sample preparation consists of

spotting the sample on the chip and subsequent washing
lo iemove non-absorbed proteins and peptides.
Subsequently the chip is placed directly in the mass
spectrometer and analyzed by laser desorplion ionization

The SELDI interface can be adapted to other kinds of
mass spectromelters than TOF-MS to aliow MS/MS (e.g

MALDI-TOF/TOF), MALDI-Q/TOF or MALDI/Q/FT)

A change in signal intensity of a given peak indicates that
the amount of a certain protein or peptide has changed
and the nature of that protein may be determined by using
the knowledge of the nature of the chip surlface and
performing an analogous “large-scale” purification. For
comparisons between samples it is pivotal that the batch-
to-batch reproducibility of the chip surface is very high,
since slight differences can affect the relative ionization
efficiency of the deposited proteins and peptides. SELDI-
TOF has found widespread application in clinical studies
related to the early detection of ovarian cancer, prostate
cancer, breast cancer and astrocytoma "% but has
recently been criticized for lack of reproducibility ¥ 7

Data analysis

The aim of data processing and statistical analysis is to
find the best discrimination between the effects that are
inlended to be monitored by the biomarkers, for example,
patients at different stages of disease and healthy coatrols
Data analysis aids also in development and validation of
the entire analytical procedure in terms of reproducibility
and evaluales the capabiiity to detect differences

The crude data obtained by comprehensive profiling
proteomics approaches (e. g. LC-ESI-MS, LC-MALDI-
TOF-MS) contain large amounts of data points which can
attain several hundred megabytes per analysis depending
on the resolution and scan speed of the mass speclrometer
used for acquisition, thus containing several hundied
thousand or millions of data points. Generally interesting
features (e.g. isotopic mass, peak intensities and area)
related to potential biomarkers are often small and well
hidden in this large dataset. These features cannot be
recognised by visual inspection and require robust and

reliable automated approaches to assist analytical
chemists in detecting statistically significant patterns
Significant reduction in complexity of this large dataset is
also essential, since the number of data points (variables)
describing each sample is much higher than the total
number of analyzed samples " This so-called high
dimension, low sample size problem presents a majot
challenge for proper data analysis. To obiain reliable
results from the statistical analysis, the parameters of the
analyticad method should ideatly be evaluated by factorial
experimental design and the analyzed samples should be
randomized at each step of the analytical procedure

The first task of data analysis is data preprocessing in
order to1emove or correct all artefacts present within the
dataset. These artefacts can be manifested by extreme
data points or oulliers like negative and positive spikes,
noise and missing or shilted data points (e g caused by
the centroid sampling mode of mass spectia).
Comparison of multiple samples by regular statistical
techniques often require the alignment of the datasel of
the individual samples Reduction of the number of data
points along the m/z axis by binning is also helpful to
overcome small variations and to reduce the number of
data points. In an LC-MS dataset especially the retention
times and mass intensities are prone to variation caused
by experimental parameters. In this case retention time
alignment (Correlation Optimized Warping ™ *,
Dynamic Time Warping ¥, Parametric Time Warping
“1} and normalisation are a prerequisite. The visualisation
of aligned datasets by image plots, overlayed Total lon
Current (TIC) or Base Peak Chromatogiam (BPC)
chromatograms can give essential information on their
quality and help in further evaluation. Considering the
high resolution of most modern mass analyzers and the
fact that ElectroSpray Ionization (ESI1) generates
muitiply-charged ions from the same analyte,
deisotoping and charge state reduction should be part of
data preprocessing. These operations also help to reduce
the complexity of the datasets. Some authors use ranking
algorithms like the Compoenent Detection Algorithms
(CODA) and derivatives thereof to evaluate the
information quality of each m/z trace and lo further
reduce the size of the datasets. CODA ranks m/z selected
chromatograms based on a calculated difference between
the raw data and its smoothed counterpart " However,
this type of algorithms works best for high- and medium-
abundant components but may gloss over minor
compounds unless a very low threshold is specified at the
risk of carrying spurious m/z traces inte the statistical
analysis. Data preprocessing usually generates a peak list
containing information about retention time, peak
intensity and peak area, An often encountered difficulty is




to define an optimal threshold for peak detection in order
to select oniy the most important information related to
real compounds present in the analyzed samples,

The obtained peak list is submitted to multivariate data
analysis 1o discriminate the different groups of datasets,
The most often used multivariate data analysis to evaluate
LC-MS datasets are pattern recognition (e.g. principal
component analysis, clusteting methods), predictive
modeliing approaches {e.g. principal component
regression, peural network), classification or variable
selection methods {e g principal component discriminant
analysis, partial least squares discriminant analysis) ¥« 1
The resuiting statistical model should be evaluated by
estimating the generalization error by cross-validation,
permutation tests or other resampling-based methods 1 ¢,

Biomarkers or biomarker patterns that result from
such analyses require further validation as to their
biological and clinical relevance. To do so, it 1s often
better to move from a rather complex discovery analytical
platform to an easily automated high-throughput method
like an immunoassay to analyze sufficiently large
aumbers of samples to improve the statistical confidence
and to deline and adjust threshold concentrations.

Final remarks

Biomarker discovery requires the combined efforts of
medical, analytical and data sciences In this review we
have tried {o highlight recent advances in analytical
sciences and the relevance of powerful data mining tools
for the comprehensive comparative analysis of body
fluids like serum. Next to the importance of improving
each step in the complex chain from patient sample to
data, significant efforts need to be made to arrive at an
optimal design of the whole procedure. Arguably, there is
still no method able to explore the entire set of proteins
and peptides in terms of diversity and concentration
range. The actual systems perform well to detect
differences for high- and medium-abundant components
but future research has to focus to improve performance
for lower abundant components, which likely contain the
disease-specific biomarkers.
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Desde su desarrollo a comienzos de los afios 90, la
microextraccion en fase sélida (solid phase microextrac-
tion, SPME) ha sido cada vez mds utilizada para el andlisis
de multitud de compuestos en diferentes matrices, dado
que representa un valioso avance en uno de los pasos fun-
damentales del proceso analitico como es la preparacion de
muestias. Variantes de la técnica como la denominada
extraccion sobre barra agitadora (stir bar sorptive extrac-
tion, SBSE) o extraceién dindmica en fase sélida (solid
phase dynamic extraction, SPDE) han mejorado su aplica-
cién a distintos tipos de muestras En lo que al andlisis de
pesticidas se refiere, la necesidad de desarroliar metodolo-
gias analiticas cada vez mds rdpidas y compatibles con el
medio ambiente ha hecho de la SPME una téenica cada vez
mds utilizada, sobre todo acoplada a cromatografia de
gases (GC), técnica analitica con la que mids se utiliza
actualmente. Sinembargo, el desarrollo de variantes como
la in-rube SPME ha permitido ademds su acoplamiento on-
line con los cromatdgrafos de liguidos. También se ha aco-
plado a la electroforesis capilar, aunque dicho acoplamien-
to es todavia una asignatura pendiente, al menos desde el
punto de vista comercial. Sin embargo, esto no ha impedi-
do el desarrollo de metodologias de andlisis de pesticidas
que combinan ambas técnicas y en las que la SPME se
Heva a cabo en el modo off-line. Bl presente articulo preten-
de ser a la vez una introduccidn y una guia al uso de esta
técnica en el anilisis de pesticidas, mostrando algunos de
los trabajos mds relevanies recientemente publicados.

1. INTRODUCCION

Actualmente, cerca de 300.000 toneladas de pesticidas
se utilizan cada afio en Europa Muchos de ellos presentan
una alia toxicidad asi como una gran persistencia y movi-
lidad mediocambiental, lo que les convierte en uno de los
grupos de contaminantes mds importantes. Han podido
detectarse residuos de pesticidas en alimentos, aguas, sue-
los, fluidos bioldgicos, ete, y en lugares tan remotos como
la Antdrtida o el Artico. En la mayoria de las técnicas ana-
liticas actuales, mds del 80% del tiempo de andlisis se
invierte en la toma y pretratamiento de la muestra
Pretratamiento que, por otro lado, es imprescindible en la
actualidad dado que son pocas las muestras que pueden

ser analizadas directamente. La SPME constituye una téc-
nica de pretratamiento de muestias bastante utilizada ea la
actualidad. Desarrollada en [990 por Pawliszyn ! * para el
andlisis de compuestos orgdnicos voldtiles, se ha converti-
do en una técnica rutinaria en muchos laboratorios. Desde
su aparicion, la SPME ha jugado un papel importante en el
andlisis medioambiental y, dentro de éste, en el andlisis de
pesticidas. Las primeras aplicaciones de la SPME al anali-
sis de estos compuestos fueron Hevadas a cabo en 1994 4%,
Desde entonces su uso se ha extendido a una gran variedad
de matrices; prueba de ello es la gran cantidad de biblio-
grafia existente al respecto *". La aplicacidn de la SPME
al andlisis de cualguier compuesto requiere conocer bien
la técnica: los tipos de fibras, los distintos factores que
afectan a la misma, asi como su posible acoplamiento a los
diferentes instrumentos de andlisis existentes o automati-
zacién Se ha utilizado en andlisis clinico, forense, alimen-
tario, medioambiental, biomédico, etc. con gran €xito,
aungue su drea de aplicacion por excelencia sigue siendo
el andlisis medioambiental

2.PRINCIPIO Y MODO DETRABAJO

La SPME utiliza una fibra de silice fundida recubierta
de un material sorbente, que es en general un recubri-
miento polimérico, que se utiliza para la extraccion de
compuestos orgdnicos y/o inorgdnicos voldtiles derivados
del mercurio, arsénico, etc. La fibra se encuentra en el
interior de un tubo hueco, de tai forma que ésta puede
retraerse y sacarse de su interior, quedando asi expuesta a
la muestra. Su uso implica dos etapas bien diferenciadas:
por un lado la etapa de extraccidn, que puede llevarse a
cabo sumergiendo directamente la fibra en el interior de
una disolucién {direct inmersion, DI-SPME), o bien,
manteniéndola en el espacio en cabeza que estd en equili-
brio con la disolucidn (headspace-SPME, H5-SPME); v,
por otro lado, 1a etapa de desorcidn gue se puede hacer
térmicamente (en el inyector de un cromatégrafo de
gases), o bien, utilizando disolvenles orgdnicos (bien sea
acoplado con un cromatdgrafo de lquidos, o bien se trate
de una desorcidn manual con disolventes otginicos -off-
line-) en funcidn de la afinidad que tos analitos tengan por
la fibra Los analitos pueden, por lo tanto, extraerse tanto
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de liguidos ™" come de gases '™ Ademds, también se ha
descrito la extraccion de compuestos volities de solidos.
mediante el modo HS-SPME *

La SPME presenta diversas ventajas frente a téenicas
nds rutinarias como la extiaccion liquido-tiquido tiquid-
liguid extraction, LLE) o Ia extraccidn en {ase sélida
{solid-phase extraction. SPE) En primer lugur puede uti-
lizatse como téenica de muestreo i situ, e integra extiac-
cidn y preconcentracicn en un solo paso. Su aplicacién es
bastante sencilla, relativamente baruta y permite utiliza
menotes cantidades de disolventes orgdnicos que las uti-
lizadas en técnicas como la LLE o la SPE convenciona-
les, simplificando asi la etapa de preparacion de muestra.
Dado que la muestia es preconcentrada en ka propia fibra,
los Iimites de deteccidn pueden ser bastante bajos. aun-
que, en general, la SPE proporciona fuctores de precon-
centracion rayoses

3. TIPOS DE FIBRAS

Varios son los tipos de fibras actualmente comerciali-
zadas lo que hace gque ef campo de aplicacion de la SPME
sea amplie Las primeras fibras comercializadas, creadas
para trabajar con GC, fueron as de polidimetilsiioxano
{PDMS) -ndecuadas para analitos apolares- y las de polia-
crilato (PA) -apropiadas para  analitos polares-
Posteriormente surgieron las fibras que combinan divinil-
benceno (DVB), carboxen (carbono activo), carbowax
{polietilenglicol) y resina templada (TPR) como son las de
PDMS/DVEB, CW/TPR, CW/DVB, CAR/PDMS vy
DVB/CAR/PDMS. Laeleccidn del tipo de fibra depende
de fa naturaleza {isico-quimica del compuesto a exiraet
Todas ellas se cometcializan con distinto espesor. tal y
como se indica en la Tabia 1 (en la que también aparecen
algunas de las familias de pesticidas z las que se ha aplica-
do cada tipo de fibra) La gran mayoria de las libras
comercializadas puede utilizarse en combinacion con GC
{(desorcion térmica) y, en menor nimero, con HPLC
(desorcidn con disolventes) Enlas fibras de PDMS y de
PA, dado gue el recubrimiento es un Hguido muy viscoso,
la extraccidn de los analitos se debe principalmente ¢ un
proceso de absescion, mientras que en las otras, en los que
la fase estacionaria es un séiido poroso, la exiraccidn se
debe principalmente a un proceso de adsorcién ™ aunque
en la prictica compiten ambos efectos A la hora de selec-
cionar la fibra, hay que tener en cuenta ademis que ciertos
compuestos pueden ser retenidos inreversiblemente sobre
lamisma. Una descripeion extensa de los equilibrios ciné-
tico y termodindmico en SPME puede encontrarse en

En general, en GC, los compuestos volitiles requieren
fibras con un recubrimiento de mayor espesor, mientras

para compuestos sermivolitiles resulta efectivo el uso de
libras con un recubrimiento mas delgado Hay que tener
en cuenta gue cuanto mayor es el espesor de la libri.
mayor es el tiempo de extraceidn, aungue tumbién es
cierto que mayor es la cantidad de analito extraido. pero
también ¢l riesgo de relencidn ineversible de otros com-
puestos presentes en fo matriz La Figua | muestra las
propiedudes de algunas de [us {ibras actualimente comer-
cializadas Anies de utilizar estas fibras, es preciso acon-
dicionasias tal y como indican fos suministradores Sila
desorcion es térmica, la zetivacion se realiza inroducien-
do ia fibia en el inyector de cromatdgrafo de gases
siguiendo un programa de temperaturas adecuado que
viene especificado para cada fibra porel propio fabrican-
te. St por el contrario se utilizan disolventes orgdnicos
(LC o desorcion manual), el acondicionamiento puede
hacerse sumergiendo la fibra en un disolvente organico
apropiado (que suele ser el mismao disolvente de desor-
cidn) durante un cierto tiempo (entie 20-30 minutos).

Los fabricantes suelen indicar que las fibras wtilizadas
en HS-SPME-GC tienen una vida media de 50 extraccio-
nes, aunque en la practica puede comprobarse que este
nimero puede ser mayor (dependiendo de la naturaleza
de la matriz de la muestra). Cuando se tabaja en el modo
DI-SPME, la vida media de la fibra es menor y ademds
los porcentajes de recuperacidn suelen ser menores, debi-
do a la adsercion de componentes de fa matriz sobre la
fibra. Cuando se tratade muestras muy viscosas (incluso
dituidas) los fabricantes recomiendan un lavado rdapido
del exterior de la fibra con agua para eliminar [a muestra
directamente adherida a la misma

Un factor de gran importancia en las aplicaciones
futuras de fa SPME radica en el desarrolio de nuevos
recubrimientos. Cuando se intentan desarrollar nuevos
tipos de secubrimientos en SPME hay que tener en cuenta
diversos aspectos. En primer lugar, I polaridad de los
analitos que se quiere extraes y la del recubrimiento debe
ser similar. Dicho recubrimiento debe ser ademds resis-
tente a condiciones fisicas y quimicas exiremas, como
#ltas temperaturas, alto contenido en sales, presencia de
disolventes orgdnicos, pHs extremos, ete.  {ver apartado
4} para asegurar que es suficientemenie estable y que fa
repraducibilidad es suficientemente buena Reciente-
mente, Muiletl y Pawiiszyn ** han recopilado los avances
llevados a cabo hasta el momento en relacidn con el des-
arroilo de recubrimientlos selectivos y biocomplatibles
para SPME. Estos nuevos recubrimientos incluyen fases
del tipo alquil-diol-sitice {ADS) """, polisilicona fulereno
{C60) "', fibras de silice porosa (C18) ", poli(3-metiliio-
feno) """, fibras combinacion de grupos hexafluorobisfe-
ol con oligo-PDMS, BSP3 '™, polimeros de huella mole-
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cular (MIF) '"* inmunoadsorbentes *", polimeros de
polipirrol (PPY) ©¥, etc. atin no comercializados, que
contribuyen a desarrollar atin mds las posibies aplicacio-
nes de la téenica ®". Hay que tener en cuenta que la varie-
dad de [ibras actualmente existente, junto con estos nue-
vos recubrimientos, pueden, en un determinado momen-
to, dificultar {a eleccion de ia fibra.

Inmovilizar nuevos recubrimientos poliméricos sobre
la fibra de silice fundida a través de procedimientos con-
vencionales es una tarea bastante complicada. Con este
tipo de procedimientos, la estabilidad térmica de estos
recubrimientos es menor, al igual que frente a un disol-
vente, lo gue hace que en ambos casos la recuperacidn sea
baja y que no sea factible su acoplamiento con GC o
HPLC Unade las deficiencias de las fibras inicialmente
comercializadas, asi como las de estos nuevos recubri~
mienios, era la baja reproducibilidad entre lotes que pre-
sentaban. Esta baja reproducibilidad estaba asociada al
hecho de que las fibras estaban hechas a partir de polime-
ros lineales que presentaban un amplio rango de distribu-
cidén de pesos moleculares, responsable de [a variacion de
sus propiedades fisicas ** Latecnologia sol-gel ha per-
mitido soiventar ambos problemas, permitiendo una ade-
cuada y duradera incorporacién de compuestos orgdnicos
a estructuras inorgdnicas poliméricas. Esta tecnologia se
ha utilizado para obtener recubrimientos de polifenilme-
tilsiloxano (PPMS) y polimetilsiloxano (PMS) #*, polie-
tilenglicol ¥*®, PDMS *, éieres corona *¥ etc. Ademas,
diversas publicaciones recientes han sustituido estos poli-
meros lineales por dendrimeros utilizando la téenologia
sol-gel ¥ " [ os dendrimeros han sido anteriormente uti-
lizados como {ases pseudo-estacionarias en cromatogta-
fia electrocinética (electrokinetic chromatography,
EKC)™" como fases estacionarias ancladas en electrocro-
matografia capilar (capillary electrochromatography,
CEC) "™, como fases estacionarias en GC % ete., . y su
uso como recubrimientos de las fibras estd empezando a
das resultados satisfactorios.

4. FACTORES EXPERIMENTALES IMPORTAN-
TES EN SPME

Muchos son los factores que influyen en el proceso de
extraccién y desoreidn de esta téenica, tanto en el modo
de inmersién directa como en ¢l modo de espacio en
cabeza. Su conocimiento es fundamental para cualquiera
que haga uso de la misma.

Tiempo de extraccién y de desorcion

Los tiempos de extiaccion v de desorcion son dos
variables importantes gue deben ser controlados de forma

rigurosa para que ja reproducibilidad de la técnica sea
buena. De manera general, tanto {a eficacia de la extrac-
cién como de la desorcidn aumentan con el tiempo. En lo
que a la extraceidn se refiere, llega un momento en el que
ésta es mdxima (tiempo de equilibrio) y no se extrae mas
analito (Figura 2). Estos tiempos de equilibrio pueden lle-
gar a ser largos, sin embargo, no es necesario trabajar con
tiempos tan largos siendo posible trabajar en condiciones
de no equilibrio, en cuyo caso se debe controlar rigurosa-~
mente el tiempo de extraccidn, dado que pequeiias varia-
ciones en el mismo pueden provocar variaciones impor-
tantes en el porcentaje de analito extraido. En la biblio-
grafia se comprueba que normalmente los tiempos de
extraccién varian entre unos pocos minutos hasta varias
horas * [os de desorcidn son mds cortos (en general,
inferiores a 30 minutos). El tiempo de desorcidn es igual-
mente una variable critica y debe seleccionarse de mane-
ra que se asegure que no guede analito alguno en la fibra

Volumen de muestra

De manera general, la cantidad de analito retenido por
la fibra aumenta al hacerlo el volumen de muestra, con el
consiguiente aumento de sensibilidad. Ahora bien, ia can-
tidad de analito extraida es solamente una fraccidn del
total, que depende del coeficiente de reparto del analito
entre la muestia y 1a fibra Estos coeficientes deben tener-
se en consideracion a la hora de fijar el volumen de la
muestia a extraer Ademds, hay que tener en cuenta que el
efecto matriz puede ser importante, sobre todo en el
modo DI-SPME.

Espacio en cabeza

Cuando se opera en el modo HS-5PME, cuanto
menor es dicho espacio mayor es la sensibilidad En
general se recomienda que esté comprendido entre un 30
y un 30% del vial, aunque dicho volumen puede ser
mayor cuando se tiata de muestras mas concentradas. Es
importante también mantener constante tanto el volumen
de la muestra como el del espacio en cabeza, para garanti-
zar una buena reproducibilidad. Ademds, y también con
este fin, la fibra debe mantenerse siempre a la misma alfu-
radentro del vial

pH

El pH puede ser también una variable importante en
SPME, influyendo tanto en la eficacia como en la selecti-
vidad de la extraccidn, Aunque pata pesticidas neutros el
pH no es una variable importante *”, para pesticidas ioni-
zables, sobre todo para los dcidos ** o los derivados de los
clorofenoles “", el pH debe ser ajustado antes de la



extraccion. Asi. con libras en las que Ta extraccion de los
analites se debe principalmente a un proceso de absor-
cion (PDMS y PA) solo la forma neutra seri extiaida Ex
preciso prestar especial atencion cuando se wtilizan pHs
extremos dado que estos pueden dafa 1 fibia. A modo
de ejemplo, cabe mencionar que la Iibta Carbowax-DVB
a0 debe usarse aun pH superiora 9.

Fuerza tonica

Normalmente se afiade a la muestra una sid con objeto
de disminuirla solubilidad de los analitos en la misma y
favorecer el paso de estos hacia la {ibra. Este efecto de
“salting-out”, bien conocido en téenicas como la LLE.
afecta a cada compuesto de forma especifica Las sales
mas utilizadas en SPME con este fin son el cloruro sodi-
co, bicarbonato sédico, carbonato petdsico y el suliate
amdnico Sin embargo. el uso de altos contenidos salinos
es mis recomendable para la HS-SPME dado gque en DI-
SPME una alta concentracion de sales puede provocar la
deposicién de éstas sobre 1a fibra, dafiindola y disminu-
yendo asf la eficaciz de o extinccidn con el tiempo,

Agitacion

En general. [a agitacion acelera [a transferencia de os
analitos hacia la fibra, sobre todoen HS5-SPME  Cuando
se trata de matrices liquidas. compensa jos bajos coefi-
cientes de difusion propios de las mismas. El tiempo de
equilibrio disminuye al aumentar la velocidad de agita-
cidn, pero una agitacion muy ripida puede provocar falta
de reproducibilidad y de precisidn e incluso no permiti
que los compuestos queden retenidos. Cuando se trabajn
en el modo off-line, se suele utilizar una agitacion mag-
nética. Algunos autlores han empleado también la agita-
cidn por ultrasenidos ™, pero en este caso hay que tener
cutdado dado que el calentamiento producido podria
degradar ciertos compuestos y ademads, si se sumerge
directamente ia fibra en la muestra sonicada podria des-
prenderse parte de 1a fase estacionaria (es preciso utitizar
bajas frecuencias). Aparte de estos, también se han utili-
zado los movimientos de la fibra (sabre todo automatiza-
da en GC)Y ™ o del vial como medios de agitacion ™,

Temperatura

La temperatura tiene efectos contrapuestos sobre la
extraccion. Porun lado, un aumento de la misma provoca
un incremento de los coelicientes de difusidn de los anali-
tos en la muestra, aumentando asi 1o cantidad de analito
extraido y disminuyendo el tiempo de extraccidn. Este
efecto puede ser mayor cuando se operaen el modo HS-
SPME puesto que al aumentar ia temperatura aumenta ia

cantidad de analito (volitil) presente en el espacio en
citheza, Hay que tener en cuenta ademis. que si ln mues-
ua es aeuosa. un ncremento de Ja temperiiusa aumenta o
contidad de agua presente en el espacio en cabeza. interfi-
siendo ésta en faextraccion Se ha podido comprobas gue
una humedad relativa del 90% puede reducir ta extrac-
cidn en torno s un G " Porotre laedo, un aumento de Ta
tempetatuga [avorece fa desorcion de los analitos. con lo
que es preciso mantener una situacion de compromiso y
buscar un valor éptimo que minimice ¢ste ultimo En
principio. es recomendable calentar figeramente la mues-
tra y estudian i influencia de Ll temperatura ™

Disolvente de desorcion

Cuando se lleva a cabo fa desorcion utilizande un
disotvente orgéanico es preciso seleccionar el disolvente
adecuado y la cantidad del mismo, que puede ser muy
pequefia (100-200 ul) Dado gue no todas las Hibras son
compatibles con los disolventes orginicos (ver Tabla 1)
este modo de operacion no es aplicable en todos fos
CUS0S

Adicidn de disolventes o de medios micelares

Hasta ahora, la extraccion por SPME de una muestra
acuosa a la que se le ha aftadido un disolvente orgdnico no
ha sido muy estudiada pero. en general, puede deducirse
que Ia cantidad de analito extraido disminuye con la can-
tidad de disolvente aftadida ***". Sin embargo. en ciertos
casos ha podido lambién apreciarse el efecto contra-
110 sobre todo cuando se trata de muestras solidas
como lodos o suelos dado que el disolvente mejora fa
difusion de fos analitos hacia la fibra o bien porque se
producen cambios en la interaccidn fibra-analito. En
estos dllimos casos, en los que laextraccion se ve incie~
mentada, el porcentaje de disolvente afiadido suele ser
pequefio {(inferior a un 3%). Recientemente se ha estudia-
do también ta influencia de lu adicidn de medios micela-
res i muestras acuosas sobre la extraceidn " y se ha com-
probado que estos medios provocan descensos exponen-
ciales de los rendimientos de las extracciones.

Estrategias de optimizacién

Elhecho de que todos los factores anteriores influyan
sobre la extraccion y desorcion de los analitos hace nece-
saria una adecuada y cuidadosa estrategia de optimiza-
cidn En la bibliografia se observa que, de manera gene-
ral, la optimizacidn se Heva a cabo paso a paso, variando
un solo tactor y tomando ¢como funcidn respuesta las
ireas de cada analito (aunque es preferible calcular los
porcentajes de extraccidn) A pesar de esta tendencia
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Tabla L. Tipos de fibras de SPME actualmente comercializadas

Tipo de fibra Espesor (um} Posible uso Algunas familias de pesticicdas
para cuyo andlisis se han utilizado
PDMS 7,30,100 GCyHPLC Amidas, Carbamatos,
Cloroacetamidas, Piridazinonas,
Tiocarbamatos, Triazinas, Uracilos
PDMS/DVE 60, 65 GCy Amidas, Cloroacetamidas,
HPLC (60 um) Fenilureas, Piridazinonas,
Tiocarbamatos, Triazinas
DVB/CAR/PDMS 50/30 GC Triazinas
CAR/PDMS 75,85 GC Tiocarbamatos, Triazinas, Uracilos
PA 85 GCyHPLC Amidas, Carbamatos,
Cloroacetamidas, Dinitroanilinas,
Fenilureas, Organofosforados,
‘Tiocarbamatos, Triazinas, Uracilos
CW/DVB 65,70 GC Amidas, Cloroacetamidas,
Piridazinonas, Tiocarbamatos,
Triazinas
CW/TPR 50 HPLC Triazinas

mayoritaria, también se han utilizado con bastante éxito
técnicas gquimiométricas, como el disefio experimen-
tal® 84 g las redes neuronales artificiales (artificial neu-
ral nenworks, ANNs) %9 que permiten que el nimero de
experiencias necesarias para la optimizacidn sea menor

5. ACOMPLAMIENTO DE LA SPMEA HPLCY CE

El acoplamiento on-line de la SPME con un cromaté-
grafo de gases es bastante conacido y utilizado y, quizds,
no loes tanto para otras téenicas como el HPLC o la CE.
La denominada in-tube SPME fue introducida también
por Pawlizsyn " permitiendo ¢l acoplamiento on-line de
esta téenica con un cromatdgrafo de liquidos. En este
caso, la retencidn de los analitos y su posterior desorcidn
se realizan en el interior de un capilar de GC o micro-L.C
(existe una gran variedad de capilares con fases estacio-
narias distintas que pueden ser utilizadas en in-tube

SPME) de longitud variable (50-60 cm suelen dar buenos
resultados) situado antes de la inyeccidén La muestraes
introducida en el capilar recubierto con la fase estaciona-
ria por aspiracion desde el vial que la contiene, de manera
que los analitos son retenidos en su interior y, tras un
tiempo seleccionado, la muestra es devuelta al vial. Una
vez repetido este ciclo las veces necesarias, los analitos
son desorbidos haciendo pasar fase moévil, o bien un
disolvente apropiado por el mismo, introduciéndose pos-
teriormente en la columna. En este caso, deben optimi-
zarse el namero de ciclos, el volumen de muestra que se
introduce en el capilat, asi como la naturaleza, el flujo y/o
tiempo de extraccion estitica del extractante De esta
forma todo el proceso puede ser automatizado Como
limitacidn, cabe mencionar que s6lo es aplicable a mues-
iras bastante limpias, miscibles con la fase mdvil y que no
contengan particulas insolubles, para evitar asi la obs-
truccién de los capilares (es importante filtrar la muestra
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KONIK MS Q12°
4-2000 amu
Cambio rapido de fuentes

Maxima sensibilidad y resolucion

El sistema combinado HRGC/HPLC+MS incorpora opcionalmente:
Fuente para acoplamiento HRGC: permite ionizacion por impacto
electronico e ionizacion quimica; iones positivos y negativos.

En el modo IQ (-) es el sistema mas sensible del mercado.

Fuente para acoplamiento HPLC: optimizada para ionizacion a presion
atmosférica (API) y electrospray (ESI).

Permite facil andlisis de péptidos y compuestos de alto peso molecular.

KONIK ROBOKROM®
AS, HS, P&T, SPUE
Multimodal

Flexibilidad inigualada

Sistema totalmente innovador exclusivo de KONIK. Puede
configurarse a voluntad para siete modos operativos: (1) P&T: Purga
y Trampa, (2) Espacio de Cabeza Estatico, (3) p-Extraccion en Fase
Salida, (4) Desorcion Térmica, (5) Inyeccion de Liquidos HRGC,

{6) Inyeccion de Liquidos HPLC, (7) Micro-concentrador.

Opciones: Microagitacion, evaporacion controlada,
microdosificacion, microreaccion. Estacion de microquimica
completa (derivatizacion precolumna, concentracion, spiking,...).
Soluciones combinadas con HRGC Gnicas: TOGA, BTX, EPA,...
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todos los acoplamientos

Cromatografia ultra-rapida: Horno de alta precision y muy baja
inercia térmica. Neumatica digital (EPC y EMC). Temperatura de
25°C a 490°C en incrementos y visualizacion de 0.1°C,

Inyector estanco con septum frio (sin purga de septum): garantiza
la maxima integridad de la muestra para compuestos de alto y bajo
peso molecular. Ahorro de gas.

Todas las opciones de inyeccion disponibles para cualquier tipo de
columna,

Gama completa de detectores, inclusive masas.

KONIK HPLC 600 KONIK HPLC 550 TORRE y HPLC 600 MONOBLOQUE

6 Disolventes Linea completa en HPLC: Isocrdtico, Gradientes, Biocompatible,

Programacién Temperatura Semi-preparativo, I6nico, etc. Detectores Fluorescencia, PDA, UV-

VIS, Indice de Refraccion, Conductividad, Electroquimico, Masas,

Automatizacion total EVLSD, etc. La solucién optima para su laboratorio con la mejor
relacion calidad/precio.

KONIK HPLC+HRGC K2 MULTIDIMENSIONAL

Unico sistema comercializado HPLC+HRGC MULTIDIMENSIONAL
(patentado US,6,402,947 B1).

Analisis de Pesticidas, PAH's, PCB's, ... por inyeccion directa de la
muestra (aceites, concentrados, etc) en el HPLC.
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antes del andlisis). El efecto memoria es inapreciable en
esta téenica, lo gue hace que ademis los limites de detec-
cion aleanzados sean menores que cuando la desoicion se
praduce en el modo off-fine . Lain-rebe-SPME se ha utili-
zado twmbién en combinacion con HPLC-ESI-MS 1+,
Con obieto de mejorar la eficacia de la extraceion de los
compuestos se han desarroflado las variantes denomina-
das wire-in-tube y fiber-in-tube SPME que permiten la
miniaturizacidn de este tipo de sisternas (Figura 3) " En
la wire-in-tube-SPME, un hilo muy fino de acero inoxi-
dable se introduce en el interior del capifar, de manera
que la superficie activa de éste sigue siendo la misma,
pero se ha reducido su volumen interno, con lo que la
extraccion es mis efectiva Fnla fiber-in-tube, sin embar-
zo, cientos de {ilamentos de un material polimérico estin
empaquetados fongitudinalmente en el interior del capi-
lar, de manera que se reduce también el volumen interno,
pero la superficie activa es mucho mayor que fa anierior,
dado que dicho material polimérico puede ser utilizado
como fase estacionaria. Ademis de la in-tube SPME,
existen comercializados una serie de dispositivos que
permiien Hevara cabo la extraccion en el modo off-line,
peto la desorcion on-fine con HPLC ¥ En estos casos, a
desorcion de los analitos puede ser estdtica (el eluato per-
manece un tiempo en la interfase y posteriormente es
introducido en Ia columna) o dindmica (a medida que se
produce la desorcidn, ¢l eluato entra directamente en fa
columna). En este tltimo caso, es necesario destacar que
si el disolvente o la fase moévil con la que los analitos son
desorbidos no tiene una fuerza elutidpica alia, los picos
cromatogrificos sufren un ensanchamiento considerable

La SPME también ha sido acoplada a CE *** con
interfases creadas en el propio laboratozio. Este acopla-
miento es atin mds complicado gue el anterior dado que
deben inyectarse volimenes muy pequefios (nl)
Actualmente, no estd comercializado y no ha sido muy
utilizado “**_ por lo que no es de extrafiar que la gran
mayosiz de las aplicaciones publicadas hasta la fecha se
hayan llevado a cabo en el modo off-fine **.

6. DERIVATIZACION

En GC, Ia derivatizacidn de los analitos es una pricti-
ca usual para aumentar su volatilidad y/o reducir su pola-
ridad pudiendo mejorar asi tanto la eficacia de la extrac-
cion de la muestra real como su separacion cromatogrifi-
cay larespuesta del detector ¥ Estos procesos de deriva-
tizacion pueden llevarse a cabo en las fibas de SPME. En
este sentido, el método mds utilizado consiste en derivati-
zar directamente los analitos por adicion del agente deri-
vatizante 2 la propia matriz y la posterior extraccion de
los analitos derivatizados utilizando la fibra *7. También

puede Hevarse a cabo la derivatizacion sobie la fibra de
SPME: una vez completado e proceso de extraceion. Ja
{ibia, con los analitos exirafdos. se pone en contacto con
el agente derivatizanie ™ Ea este sentido. es recomenda-
ble gue la derivatizacion se haga. si es posible, en el modo
HS-SPME, para evitw posibles dafios de la fibra De la
misma forma, también puede llevarse a cabo simultdnea-
mente [a extraceion y la derivatizacidn, En este caso. i
fibra se sumerge durante un cierto tiempo en una disolu-
cidn concentrada del agente derivatizante, de forma que
quede recubierta con el mismo y lareaccidn de devivati-
zacion se produce sobie fa superficie de la fibra simultd-
neamente con la extraccion (no se trata de un proceso de
equilibrio) ®”. La derivatizacion puede lambién ilevarse a
cabo en el inyector del cromatégrato. A medida gue los
analitos y ef agente derivitizante (exttaldo conjuntamen-
te) son térmicamente desorbidos de la fibra, se produce la
reaccion de derivatizacion en el propio inyector a alta
temperatura '™ Hay que tener en cuenta que, en general,
los procesos de derivatizacion suponen el introducir un
paso mds en el pretratamienio de muestia y, en algunos
casos, presentan una baja reproducibilidad y repetibili-
dad, lo que hace que muchas veces este tipo de procesos
tiendan a evitarse, Ademds, encontrar un agente derivati-
zante apropiado y que a su vez pueda ser utilizado con las
fibras en alguna de lag tres formas anteriores no es fdcil

Un review muy reciente " profundiza mucho mds sobre
el uso combinado de la SPME con estrategias de derivati-
zacion.

7. TECNICAS AFINES

Extraccién sobre barra agitadora (stir-bar sorptive
extraction, SBSE)

La SBSE *» es bastante reciente y actuaimenle son
cada vez mads las aplicaciones publicadas en la bibliogra-
ffa busadas en esta técnica . Este tipo de barras se comer-
cializan con el nombre de Twister” y actualmente es nece-
suria una licencia para su uso. Se trata de barras magnéti-
cas agitadoras que poseen un recubrimiento de PDMS
{por ahora s6lo se comercializa un tipo de barra, lo que
limita su aplicacion). Estos pequefios imanes encapsula-
dos (Figura 4), pueden tener de | a 4 cm de longitud y
estdn recubiertos poruna capa de 556 219 uL. de PDMS
{las fibras de 100 pm de PDMS suelen tener 0,5 pl), lo
que hace que se extraiga una mayor cantidad de analitos y
se alcancen limites de deteccidon mds bajos gue con
SPME. Los tmanes de 4 cm se suelen utilizar con voli-
menes de muestra comprendidos entre 100 y 250 mlL,
mientras que fos de | ¢m se utilizan con volimenes com-
prendidos entre 1 y 50 ml. Se trata de una técnica auto-
matizable en GC {existe un sistema de desorcidn térmica
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Figura 1. Propiedades de algunas de las fibras actualmente
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retenida por la fibra de SPME Adaptado a partir de (5).
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comercial, Gersiel) A pesar de gue el disefio original de
la téenica fue levado a cabo con una desorcidn érmica en
un cromatdgrafo de gases, sungue no se disponga del sis-
tema de desorcidn comercial (que encarece la téenica),
puede levarse a cabo twmbién una desorcion con disoi-
venies orgidnicos ¢ inyectar el mismo, bien seien un cro-
matografo de gases, de liquidos o en CE En todos los
casos, los pardmetros 4 optimizar son andiogos a fos de la

SPME

Aunque la SBSE estd especialmente disefiada para
inmersion directa, también se puede trabajar en el modo
espacio en cabeza ¥ en cuyo caso recibe el nombse de
headspace sorptive extraction (HSSE}. En esta aproxima-
cion, ia barra magnética se puede mantener suspendida
en el espacio en cabeza mediante un hilo metdlico que
atraviese el septum. La SBSE ha sido utilizada en el and-
lisis de pesticidas en diversas ocasiones ™' y reciente-
mente estas barras también han sido preparadas mediante
fa técnica de sol-gel aplicdndose al andlisis de n-alkanos,
PAHs y pesticidas organofosfoiados utilizando la GC
como sistema de andlisis " Los limites de deteccion
alcanzados fueron del orden de las partes por tillén {ppt)

Extraccion dindmica en fase solida (solid phase
dynamic extraction, SPDE)

Este dispositivo "™, gue constituye olra variante de la
SPME, pretende solucionar varios problemas inherentes
de la misma como son la fragilidad de 1a fibra, el delgado
espesor de la fase estacionaria, asi como el hecho de que
la fibra no esté protegida v de que su Hlexibilidad sea limi-
tada (aunque algunos de estos problemas se han solucio-
nado con la in-tube SPME). Se trata de una jeringa que
guarda en el interior de la aguja una capa de material sor-
bente (Figura 4). La SPDE se puede wiilizar introducien-
do en la misma directamente la muestra, o bien su espacio
en cabeza (HS-SPDE) En ambos casos, es necesario
introducir y expulsar (un determinado ndmero de veces)
del interior de la aguja la sustancia a extraer De esta
manera, es posible trabajar en condiciones dindmicas
micntras se mantiene constante el volumen del espacioen
cabeza. Una vez hecho esto, los analitos pueden ser des-
orbidos térmicamente en el inyector de un cromatégrato
de gases. En el afio 2000 se comenzaron a comercializar
este tipo de dispositivos, aunque actualmente sélo estd
disponible un tipo de fibra de 50 pm de PDMS con un
10 % de carbono activo gue recubie hasta 8 cm del inte-
rior de ia aguja. El volumen de fase estacionaria en este
tipo de agujas es de 4 4. mm?, aproximadamente, mien-
tras que en una fibra de SPME-PDMS de 100 pm es de
0.94 mm*. La SPDE tiene como clara ventaja su ficil
automatizacion y un muestreo mas eficaz que la SPME

Dado que se trata de una técaica nueva, el mimero de apli-
caciones hasta ashora desarrollado no es muy elevado 7™
En lo que al andlisis de pesticidas se refiere. a modo de
ejempio. Lipinski y col. 7" han aplicado la SPDE (recu-
brimiento de PDMS de 7 pm de espesor} con posterior
determinacion por GC a un grupo de pesticidas en agua
fortificada, llegando a limites de deteccion comprendidos
entre 1y 100 ng/L. La velocidad de extraceidn lue cinco
veces mayor que wlilizando fibras convencionales de
SPME de 100 um

Otros avances

Tal y como se ha sefialado anteriormente, la tempera-
tura de extraccién es un {actor que puede tener efectos
contrapuestos sobie la extraccidn. Con objeto de poder
aumentar ia temperatura de la muestra para favorecer la
extraccion y de mantener la fibra a una temperatuia infe-
rior, para evitar que los analitos se desorban, Zhang v
Pawliszyn idearon en 1995 7 la denominada SPME
“enfriada internamente” (internally cooled-SPME), Este
sistema, wtilizado para la extraccion de xileno, etilbence-
no y tolueno, consigue enfriar el material sorbente
haciendo pasar CO:z liguido por un capilar interno a otro
que actia de fibra. A pesar del intento, este dispositivo no
ha sido comercizglizado y tampoco ha sido muy utilizado.

Aparte de estas dos nuevas variantes de la SPME
{SBSE y SPDE) y de la aparicidn de nuevos recabrimien-
tos, 1a SPME parece estar encaminada hacia otro tipo de
avance: la minizturizacion y el acoplamiento directo a un
espectrometro de masas ™. Con el uso de sistemas
miniaturizados se pueden resolver ciertos problemas
como es el andlisis de muestras de muy pequefio Lamafio
(a veces se disponen de pocos microlitros). También la
velocidad del anilisis puede verse incrementada enorme-
mente, manteniendo altas eficacias de extraceién & un bajo
coste y, al mismo tiempo, puede reduciise el gasto de
disoiventes orgdnicos perjudiciales para el medio ambien-
te. En este sentido se ha desarrollado un tipo de microex-
traccion denominada smali-volime SPME " en la que se
irabaja con volumenes de muestra muy pequefios, introdu-
cidos en el interior de un capilar de vidrio. En este caso,
tanto la elicacia como la velocidad de la extraccién son
muy altas. Una aplicacion reciente y bastante prometedora
es el uso de Ias fibras de extraccion directamente como
matrices utilizadas en MALDI (matrix assisted by laser
desorptionfionization) ", La SPME-MALDI representa
una alternativa prometedora en el andlisis biomédico, far-
macéutico, diagndstico clinico, etc... pero adn estd por
explorar. Asimismo, el acoplamiento directo de la SPME a
la interfase electrospray o nanospray podria tener también
multitud de aplicaciones en un futuro préximo.




8. ALGUNAS APLICACIONES RECIENTES DE LA
SPME AL ANALISIS DE PESTICIDAS

Hoy en dia, cada vez son mds ios pesticidas utilizados
y se hace necesaria una rdpida y efectiva monitorizacion
de los mismos en una amplia variedad de matrices
arbientales {aguas, suelos, etc.) y, sobre todo, en la cade-
na alimentaria. Muchos pesticidas presentan una elevada
toxicidad, asi como una gran persistencia y movilidad
medioambiental, lo que les convierte en uno de los grupos
de contaminantes mds importantes. Tal y como se ha
sefialado anteriormente, la SPME se ha aplicado con
éxito al andlisis medioambiental y, dentro de éste, al ana-
lisis de pesticidas. En Espaiia, son numerosos los grupos
de investigacion orientados en el andlisis de pesticidas y
que utilizan, entre otros, la SPME. A continuacién se
expondrin algunas aplicaciones recientes de la SPME al
andlisis de estos compuestos (Tabla 2),

SPME-GC

La GC es sin duda ia técnica analitica mas utilizada en
el andlisis de pesticidas, prueba de ello es Ia gran cantidad
de bibliografia que se puede encontrar ™ y [a variedad
de maltrices a las que se ha aplicado, como aguas®*,
vinos " mieles ¥, suelos®™, sangre humana®®, zumos®,
frutas #* peces ™, etc.. Con SPME-GC, se han des-
arrollado métodos que permiten ia determinacion simul-
tdnea de multitud de pesticidas **%, lo que sin duda
constituye una de las aspiraciones de toda téenica.
Sakamoto y Tsutsumi % han determinado {58 pesticidas
en muestras de agua por HS-SPME-GC-MS utilizando
una fibra de PA (aunque han examinado varios tipos de
fibras) con recuperaciones comprendidas entre 54 y
160%. Dado que el principal problema que se planteaen
£5L08 cas0s es que unos pesticidas son mejor extraidos en
determinadas condiciones que en otras, han extraido una
misma muestra varias veces, aumentando la temperatura
de extraccidn (hasta 100 °C), mejorando asi a extraceion
de ciertos grupos de pesticidas. Gongalves v Alpendu-
rada®™ han determinado 34 pesticidas perienecientes a las
familias de organoclorados, organofosforados, piretroi-
des y triazinas en agua por SPME-GC con un detector de
captura electronica (electron capture detection, ECD) y
otro termoidnico (thermionic specific detection, TSD)
utilizando una fibra de PDMS-DVB que han sumergido
directamente en las muestras. Los LODs obtenidos se
encontraron en el 1ango de las ppts. Cai y col, # han utili-
zado la tecnologia sol-gel para obtener fibras de PPMS y
PMS vy asi extraer 16 pesticidas organoclorados de extrac-
tos de té Estas fibras, en comparacion con las de PDMS
comerciales, han demostrado tener una alta estabilidad
térmica y una vida media muy larga. Asimismo, han com-
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parado la elicacia de la fibra de PPMS (que es la que pro-
porcionaba mejores resultados) para la extraccidn tanto
por DI-SPME como pot HS-SPME, previa a su determi-
nacién por GC-ECD Los mejores resultados se obtuvie-
ron por HS-SPME, con limites de deteccidn inferiores a
0,081 ng/L.

L.as técnicas de derivatizacidn que hacen uso de las
fibras de SPME y que se han descrito anteriormente, paia
mejorar la resolucidn y sensibilidad de los mismos en
GC, han sido también utilizadas con dicho fin en el anili-
sis de pesticidas ™",

El reciente desarrollo de la cromatografia de gases
completa en dos dimensiones (GCxGC) ", por su eleva-
da capacidad de separacion, podria permitir, a priori, ana-
lizar algunas muestras sin un pretratamiento exhaustivo.
Sin embargo, en muchos otros casos el pretratamiento de
muestra sigue siendo necesario v, en este sentido, el uso
combinado de 1a SPME y la GCxGC puede aportar inte-
resantes resultados ¥ en el andlisis de mezclas complejas
de pesticidas.

SPME-HPLC

Hay casos en los que los pesticidas no tienen la volati-
lidad adecuada para su determinacion por GCy deben ser
analizados por otra técnica, como HPL.C o CE. L.a combi-
nacidn SPME-HPLC se ha utilizado recientemente para
el andlisis de pesticidas como triazinas ¥, fenilureas **,
carbamatos "*## pesticidas organofosforados ® etc. .

Gou y col. ®" han analizado seis carbamatos (barban,
carbaryl, clorprofam, metiocaib, promecarb y profan) en
muestras de agua fortificadas mediante 1a in-fube SPME
con un capilar de extraccidn Omegawax 2350 (Supelco},
una columna C18 y utilizando dos muestreadores distin-
tos. Como fase mévil utilizaron acetonitrilo:agua 1:1
(v/v) en régimen isocréitico. Los limites de deteccion
obtenidos estan comprendidos entre 0,44 y 17 pg/L. Wuy
col. "™, por su parte, determinaron seis carbamatos
(Figura 5) y seis fenilureas en agua y vino mediante in-
tube SPME-HPLC-ESI-MS, utilizando capilares recu-
biertos de poli-N-metilpirrol (PMPY) y PPY, proporcio-
nando éste tllimo los mejores resultados. Para ello, opti-
mizaron {anto los parimetros de extraccidn y desorcion
como los pardmetros del electrospray (presion y tempera-
tura del gas nebulizador, composicidn y flujo del liquido
adicional, etc.). L.os limites de deteccidn del método se
encontraban entre 0,01 y 1,2 ug/L. En este trabajo tam-
bién se investigd la influencia de la adicidn de etanol a la
muestia y se comprobé que la eficacia de la extraccidn
disminuia con el aumento del porcentaje de etanol. Por



Tabla 2. Algunas aplicaciones recientes de la SPME de pesticidas acopladas a GC, HPLC y CE.

Pesticidas Matriz Detector  Fibra Recuperacion % LOD (ug/L) Ref,

GC

158 pesticidas Agua M5 PA (HS-SPME} 54-160 -0l (+42)

34 pesticidas Agua MS PDMS-DVB (DI-SPME) TI-132 $.001-0.050 (%)

16 organociorados T ECD PPMS (HS-SPME extracio 39-101 GOL5-0.081 ng/l (253

de microondas)

Vinclozolin, dicloran Sueio NS PA (DI-SPME) 9{-94d -3 ngly (80

Organcfosforados Vino MS PA (DI-SPME) 67-100 2-33 N

Forato, diazinon, metilparatson, fenitrotion, malazion, featon, Zumos 5-98 2-4)

etilparation, metidation

HPLC

Carbamatos Agua 1Y Omegawax 250: polietifenglycol. 34-105 0.44-17 (89

Carbaryl, profam, metiocarb, promecarb clorprofan, barban (in-tube SPME)

Carbamatos Agua (ESDMS PPY (in-tube SPME) 95-104 0.01-1.2 (82

Carbaryl, profam, metiocarb, promecarb, clorprofam. barban Vine 89-97

Fenilureas

Menuron, diuron, linuron, neburon, fluomeetyron y sisuron

Fenilureas Agua uy PDOMS-DVB (DI-SPME, off-ling) 83-113 ,5-5.1 (]

Metoxuron, linuron, monruren, 1soproiuron, clorotoluron, CW-TPR (DI-SPME, off-line} 83-111

monolinuren, metobromeron, buturen, clorbromuron

Organoclorados Vino DAL PDMS-DVB (DI-SPME, 05-103 4.27 {34}

MNuarimol, tnadimenol, tnadimefon, fopet, vinclozotin, penconazol extraccion off-line, desorcidn on-line)

CE

Ciromazina, cipredinil, prmmscarb, piranetanil, pirifenox Agua (ESDHMS  PDMS-DVB (DE-SPME, off-line) 44-66 i3 (3hH
Zumos 40- 150

Triazinas Agui uv PDMS-DVB (DESPME, off-line) 15-48 {1.80-4.89 (35}

loxinil, o-fenitfenol, haloxifop, acifluorfen, picloram Agua (ESIIMS CW-TPR (DI-SPME, off-line} 8-97 .02-5 ngfyg * (3,
Frutas

#*[irnte de cuantificacion
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oo lado, Blasco y col. ™ analizaron seis insecticidas
organoosiorados en mieles lontificadas (que tuvieron
que ser diluidas en agua en relacion 1/10} tanto por
SPME y LC-MS por inmersidn directa utilizando una
fibra de PDMS como por SBSE y LC-MS En ambos
casos fa desorcidn de los analitos se levd a cabo en el
modo off-fine medianie disolventes orgdnicos. La SBSE
proporciond fo mejores limites de cuantificacion, entie
0 04-0 4 mg/Kg. mientras que para Ja SPME se situaron
enel intervalo 0.8-2 mg/Kg

SPME-CE

La electroforesis capilar constituye una técnica
alternativa bastante atractiva en el andlisis de pesticidas,
gracias a las altas elicacias de separacidn y a larapidez
de andlists Sin embargo. una de sus principales desven-
tajas radiea en su baja sensibilidad, aunque se ha ido
mejorando mediante ef desarrollo de téenicas de precon-
centracidn en el propio capilir ™ Actualmente, existen
muy pocas publicaciones que combinen SPME y CE
para el andlisis de pesticidas * y, en todas ellas, Ia
SPME se lleva a cabo en el modo off-line. En dos de los
tiabajos mencionados, la deteccidn se lleva a cabo por
MS @ La primera aplicacion de la SPME previaala
CE~MS para el andlisis de pesticidas fue desarrollada
por Rodriguez y col. "y en ella determinaron ioxisil, o-
fenilfenol, haloxifop, acifluorfen y picloram en extrac-
tos de uvas, manzanas, naranjas y tomates fortificados.
La fibra que utilizaron fue de CW-TPR, encontrindose
porcentaies de recuperacion entie 7 v 94% y limites de
cuantificacion comprendidosentie 0 02y 5 mg/Kg. En
el segundo de estos trabajos **, se determind un grupo
de pesticidas (pirimetanil, pirifenox, pirimicarb, ciro-
mazine y ciprodinil) en agua y zumos de frutas fortifica-
dos por SPME y CE-ESI-MS. Se Hlevd a cabo una opti-
mizacidn (haciendo vso de un disefio experimental) de
los distintos pardmetros que influyen en el proceso de
extraccién y desorcidn, asi como los pasdmetros del
electrospray “* Una vez optimizados dichos pardmetros
se determinaron los pesticidas por medio de CE-ESI-
MS en agua fortificada hasta 15 pg/L y en zumos de fru-
tas (naranja y uva) fortificados hasta 40 pg/L. El terceso
de estos trabajos fue llevado a cabo por Frias-Gareia y
col "y en él analizaron once triazinas en aguas subte-
rrdneas por MEKC-UV sumergiendo directamente una
fibra de PDMS-DVB en la muestra. Los factores que
afectaban al proceso de microextraccidn fueron optimi-
zados mediante ANNs. La Figura 6 muestra la compara-
cidn entre el resultado de 1z optimizacidn paso a paso y
con ANNs. Los porcentajes de recuperacidn obtenidos
estaban comprendidos entre 13 y 48%, siendo los lfmi-
tes de deteccidn alcanzados entre 0,80 y 4,89 pg/L Es
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de esperar que la aphcacion de estas dos téenicas {CE y
SPME) al andlisis de pesticidas vaya ea aumento a
medida que se consigan limites de deteccion del mismo
orden que ios ohienidos por GC o HPLC. lo gue se
podria llegar a conseguir al combinarlas con téenicas de
preconcentracion en el interior del capilar {1écnicas de
stacking. por ejemplo)y ™.

9, CONCLUSIONES

La SPME ha demostrado ser una téenica de extrac-
cion y preconcentracion fiable en el andlisis de multited
de compuestos, entre ellos los pesticidas. Actualmente
exisle una amplia variedad de fibras, lo que permite
ampliar sus aplicaciones, y a las que se unen cada vez mds
nuevos recubrimienios gue, por otro lade. son necesarios
Aunque sin duda alguna el principal reto que actualmente
se nos plantea es su acoplmiento directo & un espectro-
metio de masas o su miniatusizacion, ya que ampliaria
adn mas sus posibilidades Asimismo, se han desarrolla-
do una serie de nuevas (écnicas (SBSE y SPDE} que han
superado algunas de las limitaciones de la SPME y que
han ampliado adn mids su uso. Probablemente en el {uturo
se desarrotlen otros

En lo que al andlisis de pesticidas se refiere, actual-
mente existe en la bibliografia una gran cantidad de arti-
culos que ugilizan la SPME en combinacion con GC Sin
embargo, estas aplicaciones no son Lan nUMeErosas con
HPLC, debido a que su acoplamiento no es tan sencilio
La CE, a pesar de ser actualmenie una técnica cada vez
mds utilizada en el andlisis de pesticidas, no ha sido ain
muy utilizada con dicho fin en combinacidn con la
SPME. Bien sea combinada con una técnica o con otra,
en todos los casos, son muchos los factores experimenta-
les que influyen en la misma y que deben ser cuidadosa-
mente optimizados para Hegar a obtener buenos resulla-
dos. En cualguier caso, lo cierto es que cada vez son mds
las publicaciones que hacen uso de la SPME, lo que
demuestra su fiabilidad y acepiacidon por pute de la
comunidad cientifica,
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Determinacion de aspartico, glutamico y glicina proce-
dentes de muestras biol6gicas mediante RP-HPLC, utili-
zando como derivatizante el carbamato de 6-aminoqui-

nolil-N-hidroxisuccinimidilo.

Oreiro Garcia M Teresa, Vdzquez Hanes M. Dolores, Sierra Paredes Germdn y Sierra Marcuiio Germdn,
Laboratorio de Neuwrociencias, Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Medicina, Universidad de
Santiago de Compostela, San Francisco s/n, 15782 Santiago de Compostela, Espaiia

RESUMEN

En este trabajo de investigacidn se desarrolla una téc-
nica de cromatografia liquida en fase reversa sensible,
1dpida y muy sencilla, atilizando como derivatizante el
carbamato de 6-aminoquinolil-N-hydroxisuccinimidilo
{AQC) v ta deteccidn por fluorescencia. Mediante la deri-
vatizacidn directa de los patrones o muestras con AQC, se
determinaron simultdneamente aspdrtico, glutdmico y
glicina. Durante los experimentos de validacion de la téc-
nica se logré una buena linealidad de la recta entre las
conceniraciones 2,5 y 100 uM, con unos coeficientes de
correlacidn 20,998 para todos los aminodcidas analiza-
dos. La precisién intradia e interdia (%R .S.D } fueron
menores del 5,5%; en el caso de la exactitud el rango
estuvo entre 95,3% v 105,2% El limite de deteceidn de
todos los aminodcidos analizados para este método anali-
tico es menor de 5 nM.

Abreviaturas: AMQ, G-aminoquinolina; AQC,
carbamato de 6-aminogquinolil-N-hidroxisuccinimidilo;
FMOC-CI, cloroformato de 9-fluorenilmetilo; NHS,
N-hidroxisuccinimida; OPA, orto-ftalaldehido; PICT,
isotiocianato de fenilo

INTRODUCCION

El analisis mediante cromatografia liquida de aita
resolucidn en fase reversa (RP-HPLC) empleando deriva-
tizacidn precolumna tiene diversas ventajas frente a la
derivatizacion postcolumna, como permitir la determina-
cién de pequefios voltimenes de muestra, una mayor sen-
sibilidad, rapidez, y una instrumentacion mds simple.
Esto unido a que con la derivatizacidn precolumna se

aumenta la hidrofobicidad de los analitos, facilitando asi

su retencién por fa columna, permite afirmar que ia RP-
HPLC con derivatizacién precolumna es una téenica muy
adecuada a la hora del andlisis de aminodcidos.

El método precolumna mds utilizado para el andlisis

de aminodcidos, en general, es la derivatizacidn con
orto-ftalaldehido (OPA) en presencia de mercaptano
{B-mercaptoetanol, rert-butiltiol o dcido 3-mercaptopro-
pidnico) {Yang et al, 1999; Bianchi et al, 1999;
Piepponen y Skujins, 2001} o N-acetil-L-Cisteina {Soto-
Oteroetal., 1994; Lin et al., 1998). Uno de los inconve-
nientes que presentan estas téenicas es que los reactivos
derivatizantes no reaccionan con aminas secundarias,
coma la prolina e hidroxiprolina. Ademds, los derivados
de glicina, lisina y alanina son inestables (Reverter et al |
1997; Cohen, 2000). Este tltimo es quizd el principal
inconvenienie de estas técnicas, al impedir su antomatiza-
cidn. Los limites de deteccidn son del orden de picomoles.

Junto con el OPA también se han utilizado con fre-
cuencia otros reactivos derivatizantes como el isotiocia-
nato de fenilo (PICT), que si reacciona con aminas secun-
darias, aunque a veces produce compuestos derivatizados
inestables, sobre todo en el caso del aspditico y del glutd-
mico debido a la presencia de sales. El exceso de reactivo
tiene que ser eliminacdo para evitar la contaminacidn de la
columna y una mala separacién cromatogréfica, afiadién-
dose asi un paso mis al proceso de derivatizacidn. Entre
sus ventajas estd que los productos de derivatizacidn se
pueden congelar durante semanas sin que apenas se
degraden. Su limite de deteccidn se sittia del orden de
picomoles para casi todos los aminodcidos (Shah et al
2002).

Otro reactivo derivatizante es el cloroformate de
9-fluorenilmetiio (FMOC-CI) que reacciona rdpidamente
con aminas primarias y secundarias creando compuestos
estables altamente fluorescentes, con la dnica excepeién
de la histidina. Entre sus desventajas estd la interferencia
de sales o detergentes y la necesidad de eliminar el exce-
so de derivatizante. El limite de deteccidn se sitiia del
arden de femtomales.

Los primeros autores en describir y utilizar el carba-
mato de 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilo como
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derivatizante precolumna lueron Cohen y Michaud
(1993} Dusante la derivatizacion, Jas aminas primarias y
secundarias reaccionan en segundos con el reactivo AQC,
dando como resultadoe derivados estables Huorescentes
tipo wrea. Ef exceso se hidioliza espontdneamente produ-
ciendo G-aminoguinelina (AMQ). didxido de carbono y
N-hidroxisuccinimida (NHS) Los compuestos derivati-
zades resultantes son estables a temperatuia ambiente
durante mds de una semana y ninguno de los productos de
ia hidiolisis interfiere en el andiisis posterior de los ami-
nodcidos {Cohen y Michaud, 1993; Cohen, 2000)

Entre las ventajas del método se pueden citar: la sen-
cillez del proceso de derivatizacion: Ia formacion de com-
puestos derivatizados muy estables incluso en presencia
de sales y detergentes (Cohen y De Antonis, 1994; van
Wandelen v Cohen, 1997); una separacion excelente v la
posibilidad de tener los seactivos comercializados
Ademds utilizando la deteccién por fluorescencia se
logran andlisis con una alia sensibilidad, situdndose os
limites de deteccidn entre 50 y 300 femtomoles (Cohen,
20000 Las desventajas son pocas en comparacion con Ias
ventajas: unos tiemypos de andlisis cromatograficos relati-
vamente largos y un alto consumo de disolventes

L atécenica descrita se utilizo inicialmente para el and-
lisis de aminodcidos procedentes de hidrolizados de pro-
tefnas con deteccion ultravioleta y por fluorescencia
{Cohen y Michaud, 1993). Posteriormente, Cohen y De
Antonis (1994} ka utilizan para la determinacidn de ami-
nodcidos en cereales, soluciones inlravenosas y giucopro-
teinas comparande la deteccidn por fluorescenciacon la
uitravioleta. Estos estudios demuestran la gran versatili-
dad del método y que, gracias a {a deteccidn por fluores-
cenciy, los limites de deteccion logrados eran menores
que con otros derivatizantes y mds adecuados para deter-
minadas muestras. Strydom y Cohen (1994) comparan la
derivatizacitn con PICT y AQC en aminodcidos, indican-
do que el AQC resulta ser mejor derivatizante, e incluso
afirman que el PICT no da buenos resuliados analizando
muestras procedentes de hidrolizados de proteinas, a
pesar de sf darlos en patrones. Otros autores, variando la
téenica original, analizaron aminodcidos procedentes de
muestras tan dispares como seroaibiimina bovina y neu-
romedina (Liu, 1994), aminodcidos y aminoaziicares pro-
cedentes de proteina de soja, quitina y lodos sdlidos de
aguas residuales (Diaz et al., [996), coligeno y liquido
procedente de cultivos celulares {van Wandelen y Cohen,
1997), plasma de cerdo {Reverter et al., 1997), muesiras
de microdidlisis de liguido cefalorraquideo y de cerebro
de rata (Liu el al, 1998), zumos de uva y vinos
(Hernandez-Orte et al.,, 2003) y plasma de humanos
(Badion et al., 2004).

PARTE EXPERIMENTAL
Reactivos.

E1 kit reactivo AccQ-Fluor y 1a fase mévil A concen-
tiada AccQ-Tag son de Waters (Milford, MA. USA) El
kit de derivatizacion consiste en el reactivo AQC en
polvo, acetonitrilo para su disolucion y una diselucion de
borato sddico, Los aminodcidos utilizados (aspdrtico,
slutdmico y glicina) son de Sigma (St Louis, MO, USA)
El agua ulua pura Milli-Q, y el acetonitrilo calidad
HPLC, de Pioductos Quimicos Romil (Cambridge,
England)

Instrumentacién y condiciones cromatogrificas,

Se vtilizé un sistema cromatogrifico Alliance 2695
con un sistema de inyeccion automdtico, un sistema de
desgasificacion en  Hnea, horno de columna vy
catentador/refrigerador de muestras. El detector de fluo-
rescencia multicanal es un modelo 2475 Para el control,
recogida y tratamiento de los datos se utilizd el programa
informdtico Empower. Todos ellos componentes de
Waters, Milford, MA, USA

Para la separacion de los aminodcidos se utilizd una
precolumna Nova-Pak C; (20 mmx3,9 mm), conectada a
una columna de 4 pm AceQ-Tag C,, (150 mmx3,9 mm
D.1.}; ambas de Waters La precolumna y columna se ter-
mostatizaron a 37°C, durante el andlisis el flujo fue de
I ml/min. Las fases méviles utilizadas para la separacion
de los aminodcidos fueron: la fase mdvil A una disolucidn
preparada con 200 mi del concentrado AccQ-Tag y 2 Hde
agua, Ia fase movil B acetonitrilo calidad HPLC y la fase
mavil Cagua calidad HPLC. El gradiente utilizado para
el andlisis se muestraen la Tabla 1. Bl tiempo de andlisis
es de 21 minuios, a los que hay que afiadir 12 minutos de
lavado con una mezela de acetonitrilofagua (60%/409)
y 10 minutos de acondicionado con 100% de A para pre-
parar ¢l sistema para la siguiente inyeccion

El detector tiene una celda de flujo con una capacidad
de 8 1, este se ajustd a una longitud de onda de excitacion
de 250 nm y a una longitud de onda de emisién de
395 nm. Las inyecciones se realizaron cada 43 minutos,
con un volumen de inyeccidn de 5 ul.

Preparacién de patrones y derivatizacién.

Para la preparacién de las diferenles concentraciones
de patrones necesarios para la validacion se paitio de una
disolucién madre de 10 mM de aspartico, glutamico y gli-
cinaen unadisolucidn estéril de Ringer {CINa 147 mM,




Determinacidon de aspartico, ghitdmico vy glicina procedentes
de muestras bioldaicas mediante BP-HPL C, utilizando como

derivatizante el carbamato de B-aminoguinoalil-N-hidroxisuccinimidilo

CIK 4,0 mM, Cl.Ca 2 4 mM) que se conservé a -30°Cen
condiciones de oscuridad . Las concentraciones de patro-
nes utilizadas para los experimentos de validacién del
método se prepararon mezelando un volomen apropiado
de esta disolucién madre con Ringer

Durante un andlisis rutinario 10 pl de la mezela de
patrones o de muestra se tamponan 2 pH 8,8 con 30 ul de
solucidn de borato AccQ-Fluor Los compuestos derivatiza-
dos se forman al afadir 10 pl de la disclucién de AQC
reconstituida {3 mg/ml en acetonitrilo). ETAQC reaccionaa
{ermperatura ambiente con las aminas y el exceso de deriva-
tizante se hidroliza espontineamente en tan solo ! minuto

RESULTADOS
Linealidad y limites de deteccion,

Para el cileulo de la recta de calibrado (Tabla 2) se
analizaron una serie de seis concentraciones patrdn,
desde 2,5 a 100 uM (tres réplicas de cada punto), ademis
del blanco (sin analito, tan sélo disolucidn Ringer). En
todos los casos los coeficientes de correlacidn {1*) fueron
mayores de 0,998, lo que demuesirs una excelente linea-
iidad de las rectas de calibrado

Los limites de deteccidn (seital/ruido=3/1) para todos
los aminodcidos fueron menores de 5 nM.

Selectividad.

Para demostrar la ausencia de respuesta a los tiempos
de retencidn de los aminodceidos de interés se inyectaron
cinco muestras blanco, comprobiandose asi que no existen
interferencias a los tiempos de retencién de los analitos
La figura 1(a) muestra un cromatograma tipico de una
mezcla de aminodcidos (25 uM) y un blanco [Fig. I{b)],
donde se puede observar la buena selectividad del méto-
do. Como puede observarse todos los aminodcidos de
interés son cortectamente separados bajo las condiciones
de andlisis,

Precision y Exactitud.

La precision se expreso como la desviacion estdndar

relativa (%R S D)) y la exactitud como la recuperacidn
analitica. En ambos casos se hicieron estudios intradia,
que consistieron en la inyeccién de cinco réplicas, el
mismo dia, de tres concentraciones de diferentes patro-
nes. En el caso de los ensayos interdia se analizaron tam-
bién tres concentraciones conocidas durante cinco dias
consecutivos. Las concentraciones utilizadas fueron
2.5 uM, 25 uM y 100 pM, las cuales se derivatizaron

como se describio anteriormente. Fn los ensayos intradia
la precisién de las repuestas esta entre 0,9% y 2,6%,
mieatras que la exactitud abarca desde 95,3% a 98%,
Paralos ensayos interdia, la precision se situé entre 4,5%
¥ 5,5% y la exactitud entre 97,8% y 105,2% (Tabla 3).

Para Ia identificacion de los diferentes analitos se uti-
lizd el tiempo de retencién, Tal y como se muestraen la
Tabla 4, estos tiempos tanto en los ensayos intradia como
interdia tienen una desviacidn minima (menor de 0,36%),
to que permite una excelente e inequivoca identificacidn
de los diferentes aminoécidos.

Estabilidad.

La determinacidn de la estabilidad de los patrones, de
la fase movil y de la mezcla de derivatizacidn se compro-
b previamente al estudio de la validacién dei método.
Los patrones fueron analizados después de un largo peri-
odo de congelacién, compardndose los resultados obteni-
dos con los andlisis de patrones preparados en fresco; no
encontrindose variaciones significativas Enelcasode la
fase movil, preparada a partir del concentrado comercial,
el fabricante garantiza su estabilidad durante mas de un
mes conservindola a 4°C. Nunca se utilizé la fase movii
reconstituida mds de una semana con lo que se garantiza
su estabilidad durante los andlisis. Por otra parte, la mez-
cla de derivatizacidn es estable 2 lemperatura ambiente
durante mas de una semana (Cohen y Michaud, 1993;
Cohen, 2000), teniendo la precaucion de cerrar correcta-
mente fos viales ya que debido al pequefio volumen de la
mezcla esta puede evaporarse,

CONCLUSIONES

El método descrito en este articulo utilizando derivati-
zacioén precolumna con AQC ha demostrado ser una tée-
nica ripida, selectiva, sensible y muy reproducible.
Gracias a la formacidn de compuestos derivatizados en
tan sélo un minuto y estables durante mas de una semana,
pueden realizarse gran cantidad de andlisis de un modo
automdtico, lo que supone una ventaja importante con
respecto a otros métodos descritos. Gracias a la buena
reproducibilidad de los tiempos de retencion, la identifi-
cacion de los distintos analitos es inequivocay porellono
hay que analizar patrones entre muestras para confirmar
el tiempo de retencidn de ningdn analito, como afirma
Parent (2001) acerca del Gaba derivatizado con OPA,

Tal como describen Strydom y Cohen (1994), una
correcta derivatizacidn precolumna depende de un pro-
ceso de derivatizacion reproducible, de la estabilidad de
los compuestos derivatizados, de la posible interferencia



120 004
(a)
N Asp Giu Gy
© i HHs
2 ARIO
8 AN
o)
2120 00
3 (b}
Lin -
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1200 ’ 1600 ' 2000 biznco derivatizado. El volumen inyec-
Minutos tado fue de 3 pl Ei gradiente utilizado
es el correspondiente a la Tabla |
Tabia 1. Gradiente optimizado para la separacion de los diferentes aminodeidos
Tampdn
Tiempo Acetato Acetonitriio Agua
{min.) (%) (%) {%6)
0 130 0 0
0.5 99 I 0
18.0 95 5 (
2.0 0 60 40
33,0 100 0 0
Tabla 2. Reeta de calibrado entre 2.5 v 100 1M de los diferentes aminedcidos (Area= B x Concentracién +A)
Aminodcidos Ax Q! Bx1(* Error estinda I rt
(=10
Aspdstico -1,79 2,29 1.43 0.9991 (,9982
Glutdmico -2,26 3.04 1,73 0.9993 0.9987
Glicina 4,83 2,83 1,48 0,9996 0.9993
de compuestos formados en el proceso de derivatizacion AGRADECIMIENTOS

y de la faciiidad en la deteccion Con el método descrito
por nuestro laboratorio, se superan tales objetivos consi-
guiendo determinar correctamente los aminodcidos Asp,
Glu y Gly en voliimenes muy pequeiios (10pi) proceden-
tes de muestras bioldgicas recogidas mediante microdid-
lisis en cerebro de rata.

Los antares guieren dar las gracias por sus acertados
consejos a Ramon Soio Otero (Departamento de
Bioguimica v Bivlogia Molecwlar}) Esta investigacion ha
tenido el apovo econdmico del proyvecto XUGA PGI-
DITO3PXIB208G3FR de la Xunta de Galicia, Espaiia
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Tabla 3. Precision y exactitud del método descrito

Intradia (n=5) Interdia (n=35)
Aminodcidos/ Precision Exactitud Precision Exactitud
Concentracion tedrica (1) RSD (%) (%) RS D (%) (%)
Aspditico 2.5 1.5 98 5,3 97.8
25 {1 96,7 4.5 104,2
100 1,2 93,3 4,7 100,5
Glutdmico 2.5 2,6 g7 5,5 99,3
25 1 96,9 4,7 104.3
100 1,3 95,7 4,8 100.8
Glicina 2.5 1.9 96.6 3,3 1023
25 0.9 97.4 4,9 1052
100 1,1 96,6 5 102,3

Tabla 4. Tiempos de Retencidn y R .8 D (%) de los aminodcidos durante los ensayos intradiz e interdia.

Intracia (n=5) Interdia (n=3)
Aminodcidos/ Tiempo de Tiempo de
Concentracidn retencion Media R.5.D retencidn R.SD.
tedrica (LWM) {min.} (%) {min.) Media (%)
Aspirtico 2.5 13,6 13,7
25 13,6 13,6 0 13,7 13,6 0,36
100 13,6 13,6
Glutamico 2,5 15,8 15,9
23 15.8 15,8 0 15,9 15,8 0,31
100 15,8 15,8
Glicina 2,5 174 17,4
25 17,4 174 0 17,4 17,4 0

100 17.4 17,4
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Las 11 JORNADAS DE ANALISIS INSTRUMEN-
TAL tendrin lugar en Barcelona del 15 al 17 de
noviembre de 2005, en el Recinto de Fira de Barcelona
GRAN VIA M-2 y en el marco de EXPOQUIMIA.

Organizacién

El programa cientifico de las | I* Jornadas estd orga-
nizado por la SOCIEDAD ESPANOLA DE QUIMICA
ANALITICA (SEQA), en colaboracién con las siguien-
tes Sociedades v Grupos especializados:

= Sociedad Espafiola de Cromatografia y Técnicas
Afines (SECYTA}

» Sociedad de Espectroscopia Aplicada (SEA)

* Association of Environmental Sciences and
Technigues (AEST)

« Divisdo de Quimica Analitica (Sociedade Portu-
guesa de Quimica)

» Sociedad Espaficla de Espectrometria de Masas
(SEEM)

* Comité de Espectroscopia (SEDO)

* Giupo de Electroquimica (RSEQ y SEQA)

* Grupo de Especiacidn (SEQA)

{_as Jornadas constardn de Conferencias Plenarias,
Conferencias cortas (key-notes) y Comunicaciones

Orales y en forma de Pdster

El formato tiene como objetivo ia transmision del

conocimiento entre los participantes y proporcionar

una amplia exposicidn de lo dltimo en equipamiento
analitico. El programa permite a los participantes visi-
tar la exposicidn técnica en Expoquimia y a la vez
establecer relaciones profesionales con los fabrican-
tes.

Comité Cientifico

Presidente: Dr. Juan Cacho
Secretario:  Dr Vicente Ferreira
Vacales: Dr. Enrique Barrado

Dira Carmen Cdmara

Dr. Victor Cerdd

Dr. Manuel Dabrio

Dr José Carlos Diez-Masa

Dra M* Teresa Galcerdn

Br. Emilio Gelpi

Dra. Milagros Gémez

Dr José Luis F C Lima
Dra Purificacion Lopez
Dra Encarnacién Lorenzo
D Santiago Maspoch
Dra Cristina Nerin de la Puerta
D1 Juan Carlos Otero

Dr. Dario Prada

Dr Angel Rios

Dr Alfredo Sanz Medel
Dr. Miguel Valcarcel

Comité Organizador (SEQA)

Presidente:  Dr. Juan Cacho
Secretario:  Dr Vicente Ferrelra
Tesorero:  Dr Enrique Barrado
Vocales: Dy Dario Prada

Dra. Carmen Cimara

D1 Alfredo Sanz

Pra. M® Teresa Galcerdn

Tira de Barcelona: Pilar Navarro
Recinto

El conjunto de EXPOQUIMIA, EQUIPLASTY
EURGSURFAS constituye una de las expresiones qui-
micas mas importantes de Evropa con la participacion
de [. 150 expositores directos sobre una superficie de
68.000 m* netos.

El sector de Instrumentacién Analitica estd situado
en el pabeldn num. 2 del recinto ferial con la partici-
pacion de 138 expositores directos ocupando una
superficie de | |.000 m® netos.

Es una excelente ocasidn para discutir e intercam-
biar informacidn y experiencias que se repite dnica-
mente cada tres afios.

Metodologias y especialidades

Las Jornadas pretenden recoger las contribucio-
nes a desarrollo de las Ciencias de Separacidn, ¢l
Reconocimiento Atdmico y Molecular y otras rela-
cionadas con la moderna Quimica Analitica, asi
como sus aplicaciones en las diversas especialida-
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des de la ciencia y la teenologia, con especial énla-
sisen:

« Medio Ambiente

* Alimentos

* Bioandlisis y Protedmica

« Nuevos  Desarrollos  en  Instrumentacion

Analittca
* Nanotecnologia y Miniaturizacion en Andlisis
Quimico

» Materiales y Aplicaciones Industriales
Comunicaciones

El Comité Cientifico mrbitrard su forma de presen-
lacion y los resiimenes, junto con el texto de los
ponentes invilados, se publicard en el Libro de
Restimenes de las JAI

Los trabajos presentados en forma de poster esta-
rin expuestos a lo largo de toda fa duracion de fas
fornadas. El tamafio del drea de exposicion es: |
metro de alto por | de ancho,

El Comité Cientifico, en colaboracion con las
Sociedades participantes y las casas cometciales,
otorgard premios a fas mejores contribuciones en dis-
tintos temas. La forma y modo de presentar fos traba-
jos se indicardn en las actualizaciones de la web.

Idioma de las JAI

Los idiomas oficiales de tas Jornadas son espafiol
einglés

Presentacion y seleccién de comunicaciones

Cuada participante inscrito lendrd derecho a pre-
sentar una comunicacidn, que deberd enviar pot
correo electronico, antes del 10 de julio de 2005, a:

comunicaciones @jai2003 com
de acuerdo con las siguientes instrucciones:
| El resumen debe enviarse como archivo adjunto
2. En el "exto"” debe indicarse el Tema Cientifico
escogido

Temas

a. Alimentos y Seguridad Alimentaria

b. Bioandlisis y Protedmica.

¢ Coniribuciones Tedricas y Docencia en Quimica
Analitica.

d Nuevos Deswrotos en Instrumentacion Analitica.
Nanotecnologin y Miniatusizacidn en Anidlisis
Quimico

e Materiales y Aplicaciones industriales

[ Medio Ambiente

o. Especiacion

h. Biosensores y Mélodos de Cribado (screening)

i. Otros

3 En el “Asunto” se indicaia “Comunicacidn a las
1= JALT
4. Cada resumen debe enviarse en un archivo aparte

Se ruega a los participanies interesados en presen-
tur comunicaciones, se atengan estriciamente i plazo
de presentacion para fucilitar el trabajo de seleccion y
confeccion del programa por parle del Comié
Cientifico

Instrucciones para el resumen

Cadaresumen se presentard en un documento de
Word de una pagina Ad con fuente “Times New
Roman” (tamafo de fuente 1 | parael textoy 12 en
aegrita para el titular), con interlineado senciilo y
misgenes de 3 cm por los cuatro lados.

Esquema o seguir:

« Titulo en negrita {7Tmes New Roman, tamafo
fuente 12)

* L.inea en blanco

» Nombre y direccidn, teléfono, fax y e-mail de los
autores (TTmes New Roman, tamaiio fuente 113

* Linea en blanco

« Texto que permita evaluar el interés cientitico y
técnico de Ia comunicacion

Puede incluirse alguna figura bibliogrifica. La
resolucion de imdgenes no debe exceder los 300 dpi.

(Times New Roman, tamafo fuente 11)

Se recomienda a Jos participanles que presenten ef
resumen en inglés.

Publicacion de las comunicaciones

Aquellos autores cuyas contiibuciones hayan sido
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aceptadas, pueden presentar un articulo con una exten-
sidn mdxima de 8 pdginas A4, para someter a las revis-
1as especializadas Analyviical and Bioanalytical
Chemistry, Journal of Chromatography y Journal of
Mass Spectrometry. En todos los casos deberdn supe-
rar el proceso de revision de la correspondiente revista
Debido a las limitaciones impuestas por la editorial,
los editores aplicardn un estricto proceso de seleccidon
basado en su calidad y relevancia. Los articulos deben
presentarse en soporte papel y electronico (diskette o
CD-ROM) en el mostrador de inscripcidn de las
Tornadas.

Becas

Las JAl otorgard 60 becas a alumnos y estudiantes
de tercer ciclo consistentes en la inscripcidn gratuita.
Para acceder a las becas se deben reunir los siguientes
requisitos:

s El solicitante debe presentar una comunicacidn

* El solicitante deberd ser un joven cientifico y
miembro avalado por un miembro activo de las
Sociedades pasticipantes.

*El solicitante deberd presentar una carta de
soporte a la solicitud de la beca escrita por su
supervisor y que acompafie al Resumen.

I.a calidad y relevancia del tiabajo presentado en
el resurnen son los principales criterios a ser juzgados.

[as solicitudes deben enviarse por fax
(+34 93 4514813} o bien por correo postal (ASECON
FTAIL Gran Via 488 entlo. 1° 08015 Barcelona),

Los miembros de la SECyTA deben ajustarse a las
condiciones y forma de solicitud mencionadas, indicando
ademds su pertenencia a la SECyTA y el nombre del
investigador senior, miembro de laSECyTA, inscrito en
las JAI que avala susolicitud,

Programa

En la pdgina web: www jai2005 com se puede
consultar el programa de las JAl y los ponentes invi-
tados

Asamblea General de la SECYTA

En el marco de las JAI se celebrard 1a 'V Asamblea
General de la SECYTA (www secyta org).

Fechas clave

10/07/2003; Fecha limite envio de Restmenes para
Comunicaciones en forma de Péster

30/07/2005: Comunicacion de trabajos aceptados
30/09/2005; Fecha tope de inscripcidn

15/10/2005: Fecha limite pago de la cuota de partici-
pacidn

14/11/2005:  Inauguracién de: EXPOQUIMIA
(www.expoquimia com), EQUIPLAST (www.equi-
plast.com), EUROSURFAS (www eurosurfas.com)
15/11/2005: Colocacidn de posters de las 1 las JAL
[nauguracién de las 11as JAL

17/11/2005: Clausura de las 1 1as JAL Entrega de pre-
mios. Céetel de despedida

Cuotas de Inscripcion

Antes def 1641903 Del 16/09/03 al 15/10/05

Cuaota general 473 € 350€
Socios de

Grupos Organizadores *  330€ 450€
Expositores

de Expaquimia 330€ 450 €
Estudiantes

(cuotz reducidy) ** 150€ 175€

* Para acogerse a la cuota de inscripeidn para socios de
Grupos Organizadores no serd necesario acompafiar
el justificante de pertenencia a la correspondiente
Sociedad o Grupo, sino que es suficiente indicaslo
claramente en el formulario de inscripcidn

* L.a cuota reducida estd dirigida a estudiantes de ter-
cerciclo y jdvenes investigadores, Para poder aco-
gerse a esta cuota deberdn remitir por fax (93451
48 13} o correo postal (1las JAIL Gran Via 488,
Entlo. 1* 08015 Barcelona) un certificado expedi-
do por ei Director del centro o Departamento acre-
ditando estar realizando estudios en el mismo

La cuota de inscripeion incluye:

= El acceso a [as sesiones (conferencias, ponencias,
sesiones con presentacidn en forma de pdster)

» Coffee break

«Dossier que incluye el Libro de Resiimenes,
Programa definitivo y listado de participantes.

*Entrada gratuita a EXPOQUIMIA, EQUI-
PLAST y EUROSURFAS.

» Cocktail
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para una mayor confianza en la identificacion

Agilent LC/MSD TOF

= 3 ppm de exactitud en la masa

* Poder de resolucion de 10.000

= Amplio rango dinamico

» Sensibilidad a nivel de bajos
picogramos

Teléfono de contacto: 901 11 68 90
www.agilent.com/chem

Dagient Technalogs. Inc. 2004

La exactitud en la masa aporta confianza a la confirmacion
de productos de sintesis y la determinacion de la composicién
elemental. El espectrometro de masas Agilent LC/MSD TOF
hace mas sencilla la obtencion de masas exactas mediante
un sistema continuo y automatizado de introduccion de una

masa de referencia.

El amplio rango dinamico de los espectros asegura que se
aprecien los componentes de la muestra tanto de mayor
como de menor tamaio, y elimina la necesidad de diluir

y repetir el analisis.

Con 3 ppm de exactitud en la masa, un poder de resolucion
de 10.000 y sensibilidad a nivel de bajos picogramos,
el Agilent LC/MSD TOF cuenta con la exactitud, resolucion
y sensibilidad necesarias para hacer frente a practicamente

cualquier desafio.

Para ganar confianza en todas y cada una de sus identifica-
ciones, pongase en contacto con Agilent inmediatamente.

- Agilent Technologies

dreams made real



Si desea hacerse socio de la SECyTA rellene y envie el siguiente boletin de inscripcidn, acompaiiado
de Ia correspondiente autorizacion bancaria a:

Dra. Meycedes Torre

Departamento de Quimica Analitica e Ingenieria Quimica

Facultad de Quimica Universidad de Alcala

28871-Alcald de Henares, Madrid

E-mail: mercedes.torme @uah.es

Cuota afio 2005: 30 €

« Sefale la casilla[] correspondiente a la direccidn en la gue desea recibir la correspondencia.

+ Puede efectuar el pago de la cuota del primer afio mediante cheque bancario (adjuntédndolo a esta solicitud)
o mediante ingreso/transferencia a la Cuenta Corriente de “la Caixa” 2100/3739/11/2200059715
(Sociedad Espafiola de Cromatografia y Afines). Debe figurar en el ingreso o transferencia: “ALTA
SECYTA + nombre y primer apellido del Socio”

[ Autorizo a incluir mi correo electrénico en la pagina Web de la SECyTA
SOCIEDAD ESPANOLA DE CROMATOGRAFIA Y TECNICAS AFINES
HOJA DE INSCRIPCION

APEIHAOS oo st s e o e senene s INOTIDI® et v e
[J Domicilio particular:

Municipio oo i e PEOVERCIRL et s e
Codigopostal ...

Teléfono ..o, Correo electrdmics (oo e

[ Industria 0 OrganmiZaciOll ... o.co.o e i ety ceessiims s v oo aessser 25 s b s s e e £ e e s s e s

CAllE L et i st e b s st snrrrn s s en v st senssrenarn s s sos TVUTTL s cvvon v ssai e saas
MUBICIPIO o et v res e e teemese e e PEOVIICI® L st st v e
Cédigo postal ..o

Tel&fono ...c.ocv e FAX oo s, Correc electiGniCo ..ot

DATOS BANCARIOS

Banco/Caja de ABBITOS (... v uuiuiesiteei i vs sus e svare e con s st s ra s as S5 ae 00 s by 1 ¥ 220 a0 S5 ¥4 b 6 5 s e v
DHTECCION oo i et ereeseteeeas e etas e ssseneasemsenne o TR, et o
Do, e et e et st e s 1ot e e oo e St ot e e s v s
Con domiCTHO BN . ..oovriieee e s e et e ot bt e e e e s s e

Entidad Oficina D.C. Numero de cuenta
en esta Sucursal, ruega a usted se digne dar las 6rdenes oportunas para que con cargo a dicha cuenta sean
abonados los recibos de mi cuota anual de socio que les serdn presentados al cobro por la Sociedad
Espafiola de Cromatografia y Técnicas Afines.
Atentamente le saluda,

|25 ¢ U SOU PR : NUSURUTTUTORN | SO TOUTRI de 2003

Firma:




Instrucciones para la inscripcién
Debe realizarse u truvés del formulario albergado en
11 web,

www.jai2(05.com

y enviando, posteriormente, la fotocopia del justifi-
cante de pago a la Secretaria Téenica por fax 93 451
77 82, por coneo postal (ASECON/IAL Gran Via
C.C, 488, entio I" 08015 - BARCELONA, o por
corteo electrdnico: inscripciones @ jui com

El pago debe 1ealizarse a favor de ASECON/JATL
BBVA 0182-1006-82-0201525662

Desplazamientos y alojamiento
EXPOQUIMIA facilitard a los participantes

bonos descuento de tberia y Renfe para su desplaza-
mienio

Los panticipantes pueden reservar directamente su
alojumiento o contactar con:
RACC. Agencia Oficial de Viajes de Fira de
Barcelona
Tinos: +34 9323323 13/59/72
Fax:  +34932333503

Informacion adicional

Web: www.jai 2005 com
E-mail: info@jai2005.com
Fax: +34 93451 48 13
Tel.:+349345] 6145

Dulsat Coll, Joan Francesc

Almirall Prodesfarma

C/ Lawed Mirg, 408-410

08980 Sant Felid del Liobregat, BARCELONA

Ermny. Guillaume Laurent

Dpto Tecnologias Sectoriales

Inst Fermentaciones Industriales {(CS1C)
Juan de ia Cierva, 3

28006 MADRID

Gonzdlez Hosannilla, Liliana Rocio

Dpto Toxicologia, Bromatologia e Higiene
Fae. Farmacia, Univ. Valencia

Av. Vicent Andrés Estelids, s/n

46100 BURJASSOT (Valencia)

Huidobro Peral, Angel Luis
Universidad San Pablo-CEU
Carretera 301, Km0

Urbanizacion Monteprincipe

28668 Boadilla del Monte, MADRID

Oreiro Garcia, Maria Teresa

Dep. Bioguimica y Biologia Molecular

Facultad de Medicing, Universidad de Santiago de
Compostela

Rua San Francisco sin

15782 Santiago de Compostela, A CORUNA

Rodriguez Plaza, Pablo

Dpto Caraclerizacidn Alimentos

Inst. Fermentaciones Industriales (CSIC)
Tuan de fa Cierva, 3

28006 MADRID

Vidal Martinez, Lorena
C/ Zurbarin, 1, 3°B
(33640 Mondvar, ALICANTE

Viva Truyols, Gabriel ignacio

Van't Hoff Institte for Molecular Sciences (HEMS)
Polymer Analysis Group

Universiteit van Amsterdam
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Bionalytical Chemistry

S.R. Mikkelsen y E. Cortdn

Willey Interscience. New Jersey, 2004
360 Paginas.

No hace falta insistir en gque muchos de los avances cien-
tificos estdn unidos a un avance en los métodos Los avances
espeetaculares de la bioguimica en los dltimos afios no han
sido la excepeidon Quizd dentro de estos avances el que ha
teniido mds resonancia (medidtica) haya sido la secuenciacién
del genoma humano Detrds de €] se encuentra fa electrofore-
sis capilar Esto no quiere decir que la secuenciacion del
genoma humano haya sido posible gracias sdlo a los desarro-
ltos en electroforesis capilar Es evidente que el proyecto
Cenoma Humano ha puesto juntos medios téenicos, huma-
nos y econdmicos que van mis alld de una sola técnica anali-
tica Pero como pone de manifiesto el reciente libro de Jame
Shreeve, The Genoma War, el desarrollo de las téenicas auto-
miticas de secuenciacién del ADN por electroforesis capibar
han jugado un papel de catalizador: han adelantado en casi
diez afios ef disponer de una versidn segura de la secuencia
del genoma del horao sapiens

Con antecedentes como estos, un libro con el titulo
“Bioanalytical Chemistry” sdélo puede ser bienvenido,
pues llena un hueco existente en fa bibliografia. Sus auto-
res exponen en la introduccion que cuaado tuvieron que
prepararen 1990 un curso de técnicas analiticas en bioqui-
mica no encontraron un libro de texto que abordase todos
los aspectos de esta rama de la quimica analitica. En estos
casi quince aflos el arsenal de téenicas analiticas a disposi-
cion del bioquimico no ha hecho mds que aumentar La
informacion a transmitiren un tratado de bioguimica ana-
litica es hoy en dia tan extenso para que éste tenga una
cierta utilidad, que “empaquetar’” en poco mds de 350
pdginas, como lo hace el libro que nos ocupa, tal cdmulo
de informacién es una tarea casi imposible En este senti-
do, el loable esfuerzo de los autores se ha plasmado en un
manual de cierta utilidad a los alumnos, y quizd para los
profesores, de Gitimos cursos de carrera. Es lo que preten-
dian los autores y no se puede pedir més a la obra.

Ellibro aborda, entre otros, aspectos de los métodos
espectroscopicos para determinacién de contenido en
proteinas, ADN, carbohidratos y dcidos grasos de mues-
tras, métodos enzimiticos de andlisis, use de anticuerpos
en quimica analitica, biosensores, técnicas electroforéti-
cas de andlisis, métodes de ultracentrifugacion analitica,
métodos cromatogrificos aplicados a la separacidn de
biopolimeros, espetrometria de masas aplicada a protei-
nas y dcidos nuciéicos, y validacion de métodos bioanali-
ticos Cada capitulo Heva, ademds de la bibliografia, una

coleccidn de problemas, resueltos en un apéndice final

Cada uno de los temas se borda de una manera pedago-
gica Lasecuencia “fundamentos de latécnica, diferentes
modalidades de ésta y sus aplicaciones” suele ser el esque-
ma general utilizado para abordar cada tema En mi opi-
nidn el desarrollo de algunos temas estd ligeramente sesga-
do; asi por efemplo, los métodos enzimaticos de andlisis,
abordados en dos capitulos, vienen precedidos porun large
capitulo sobre enzimas (naturzleza, cinética, activadores e
inhibidores), mientras que los métodos cromatogrificos se
exponen en un solo capitulo en el que no aparecen modos
de separacion tan populares en bioguimica como la croma-
tografia en fase inversa o la de hidrofobicidad. En este sen-
tido es especialmente lamativo el capitulo dedicado a la
espectrometria de masas en el que se da mas extension al
andlisis de microoganismos por espectrometria de masa
que a la revision de los métodos de ionizacién.

No cabe duda que la bioquimica analitica es, incluso a
nivel de ensefianza, una disciplina a cabalio entre la qui-
mica analitica y la bioguimica, pero algunas técnicas des-
critas en el capitulo § tales como las de DNA suffiing,
expresion celular, fago display, fusién mRNA-péptido,
etc. caen mids dentro de fas téenicas de biologia molecular
que de las analiticas. En cualquier caso siempre puede ser
interesante encontrarlas reunidas en un mismo capitulo.

En conclusidn, el libro puede ser de interés para un
curso de téenicas analiticas en las especialidades en qui-
mica o bioquimica Lacoleccién de problemas resueltos
puede ser de utilidad al alumno para autoevaluar el grado
de comprension de los conceptos adquiridos.

J.C. Diez-Masa
Instinato de Quimica Orediica (CSIC)

“The essence of Chromatography”
Colin F. Poole, Elsevier (2003)
925 pe

El titulo puede resultar equivoco, ya que a algunos les
puede parecer que lo esencial de la cromatografia reside en
los fundamentos, mientras que otros opinardn que ese titu-
jo debe incluir una recopilacion de to mds imprescindible.
El autor opina como los dltimos, ya gue el libro realiza un
amplio recorrido por las diversas modalidades cromatogrd-
ficas vigentes, es decir se trata de informacién mids amplia
que profunda, lo que no representa ningtin tipo de critica a
este enfoque, que suele ser muy conveniente para gran
ntmero de lectores. El libro representa una revisién y
actualizacidn del conocido "Chromatography today” que
publicd el mismo autor en 1991




El primer capitulo trata sobre conceptos gencrales v
comunes a fu mayoria de las téenicas cromatogrilicas
(migracion. retencion, ensanchamiento de banda. resolu-
cldn y cuantificacidn). Siguen dos capituios dedicados a
it cromatogralia de gases {uno a la columna y otro a fa
instrumentacion) y paraleliamente otros dos. dedicados @
HPLC Enlos dos siguientes se describen la capa fina y
Lz crematogratia de fluidos supercriticos respectivamen-
te. Las diversas vertientes de la electtomigracion en
capilar (electroforesis, electrocromatografia. electroen-
fogue, isatacoferesis y otras) se agrupan en el capiwlo
octavo. El noveno se dedica a los detectores espectroseo-
pieos, concretamente @ espectrometiia de masas, espee-
gometria infrarroja con transformada de Fourier, reso-

nancia magnéticanuclear Bl siguiente versa sobre sepa-
racion de estercoisdmeros. especialmente enantidmeros,
incluyendo agui las sepuraciones con cristakes liguidos
Ehiltinso capitulo describe [a cronntogralfa preparativa

Cadat une de Jos capitudos inciuye un gran ndmero de
referencias bibliogrificas y hay un buen indice temiitico
al final

Tiene ta coherenciade los libros escritos por un solo
autor. y fa posible desventaja de que, a pesar de su cono-
cida experiencia, no posee la misma experiencia en todos
los campos descritos

Isabel Martinez-Castro
Institnto de Quintica Ovgednica {CSIC)

“Respuestas modernas a preguntas antiguas”

Un review muy interesante ha side publicado recien-
temente en LGGC Europe Vol 16, N° G (June 2004) Ei
articulo estd disponible on-line eon i direccidn:
www legeeurope com. Los autores, J A Tiippy EM
Hedges del Research Laboratory for Aschaeology en
Oxford, presentan un resumen actual, conciso y de fdcil
comprension  referente al uso de téenicas  analiticas
madernas aplicadas a estudios arqueolégicos Dejundo
de lado los métados clisicos para ln datacion de anelac-
ios antiguos, come pueden ser ef empleo del carbono-14
u otros isétopos sadioactivos, ¢l articulo se centra en el
andilisis de compuestos orgdnicos aislados Bsta aproxi-
macidén presenta la ventaja de proporcionar resultados
mucho mas exactos al eliminar posibles interferencias
Ademds, suministra informacidn adicional sobre fa
muestia, ya que separa una sefial isotdpica en sus partes
constituyentes Previo a su aplicacion, se requiere gene-
raimente algtn tipo de separacion cromatogrifica como
pueden ser ka cromatografia de gases (GC) o de liguidas
{L.C). Los analitos de interés son bisicamente deidos gra-
sos, protefnas, aminodcidos e hidratos de carbono. La
espectromettin de masas de aceleracion (AMS) y la
espectrometrin de masas de relacion isotopica (IRMS)
sou las téenicas de deteccion revisadas con mds detalle.
Los datos obtenidos desde ta geologia. 1a fauna, la botini-
caete permiten ayudar a reconstruir el medio ambiente
de tiempos pasados y determinas incluso cuidles eran fos
hidbitos alimenticios de nuestros antepasados. incluyendo
la preparacion de la comida

Para tlusirar la importancia que tiene la aplicacion de
estas téenicas analiticas modernas, se puede hacer refe-

rencia a un tumor que aparecié hace unos meses en la
prensa no especializada referente a un coleccionista de
Ferusalén que afirmaba estar en posesion de una caja
funerasia de tiza. el Hamado “osario de James™, atribuido
al hermano de lesds. En un intento de confirmar su auten-
ticidad, se aplicd IRMS a la pdtina de tas letras de la ins-
cripcion del relicario (A, Avalon er al T Avchaeol Sci
FoIssue 8, Augnst 2004, 1185-1189) El estudio conclu-
y6 que la composicion isoidpica del oxigeno de la pdtina
de fas letras no coincidia con todas las medidas efectua-
das en pdtinas naturales y. por lo tanto, que no podia
haberse formado en tas condiciones naturales gue han
existido en las montafias de Judea durante los tltimos
3 000 afios. En otras palabras, como poco la inscripeion
estd falsificada y no serfa muy recomendable comprarel
obieto

Mis atrds enel tiempo nros lleva un estudio que inves-
tiga residuos encontrados en restos de jarras y fragmentos
de toza de tumbas de Egipto (R M. Guasch-Jand, Anal.
Chem 76, 2004, 1672-1677.) En este caso. se buscaron
muncadores para vino, como por ejemple dcido tartirico,
mediante LC con espectrometria de masas en tandem
(LC-MS/MS) Valiéndose de esta técnica, fue posible la
identificacion en una jarra de 1a tumba de Tutanchamon
de un antociano, el malvidin-3-glucosido, responsable
del colordel vino tinio joven. Con lo cual ya no cabe duda
de que ¢l vino que se usuba con fines ceremoniales y para
el consumo de las clases altas de la sociedad en el antiguo
Egiplo era vino linto.

Christian Dietz
Universidad Complutense de Madrid,
Fac de CC Quimicas, Dpro. @ Analitica
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L.2% . Agilent Technologies
..“Q?B“.n Innovating the HP Way

AGILENT TECHNOLOGIES PRESENTA LA PRI-
MERA FUENTE DE IONES MULTIMODO SIMUL-
TANEO PARA ESPECTROMETRIA DI MASAS

Se espera gue esta tecnologia aumente la rapidez,
exactitud y productividad de la monitorizacion de alto
rendimiento en el descubrimienio de firmacos y en
otras aplicaciones de investipacion

PALO ALTO, California, 28 de febrero de 2003.
Agilent Technologies Inc {(NYSE: A} presentd hoy la
aueva fuente Agilent, la primera fuente de iones multimo-
do simultaneo para espectrometria de masas Se espera
que esta tecnologia mejore de forma considerable la velo-
cidad, exactitud y productividad de la monitorizacién de
alto rendimiento en el descubrimiento de fdrmacos y en
otras aplicaciones de investigacion

La monitorizacion de alto rendimiento se utiliza paza
analizar un alto niimero de compuestos quimicos con
rapidez y alla sensibilidad. Para que sean analizables
mediante espectrometria de masas, antes es preciso con-
vertir todos los compuestos en iones. Puesto que no todas
las moléculas responden al mismo modo de ionizacién,
sc han desarrolfado midltiples fuentes de ionizacion para
Facilitar la monitorizacidéa de aito rendimiento La fuente
Agilent muitimodo es fa primera y dnica tecnologia capaz
de trabajar con ionizacion por electrospray {ESI) e ioni-
zacion gquimica a presidn atmosférica (APCI), los dos
modos de ionizacidn mds ampliamente utilizados, de
formua simultdnea.

“A menudo, las empresas farmacéuticas sintetizan y
monitorizan enormes librerias de compuestos con el fin
de identificar moléculas con las propiedades deseadas™,
explicé Taia Ergueta, directora general de la division de
plataforma LC/MS de Agilent. “Hasta zhora, los investi-
gadores tenian que hacer pasar Loda la serie de compues-
tos por ambas fuentes de iones en experimentos sucesivos
para asegurarse de cubrir todos los compuestos Al elimi-
nar la necesidad de cambiar de fuente y reanalizar las
muestras, la fuente multimodo de Agilent puede mejorar
considerablemente la velocidad, eficiencia y productivi-
dad del descubrimiento de fdrmacos y de otros tipos de
investigacion, como andlisis de péptidos, forenses o
medioambientales cuantitativos ”

La luente Agilent mubhtimodo opera a fas velocidades
de flujo tipicas en cromatogiafin liquida de alta eficacia
{HPL.C). hasta 2 ml/fmin en todos los modos. 1o que resul-
v erucial para la monitorizacion de alto rendimiento La
cupacidad para trabajar a las velocidades normales en
HPLC en dos modos simultineamente y sin pérdida de
sensibilidad en comparacion con ias fuentes independien-
les, representa una mejora considerabie respecto a los
dispositivos anteriores. St bien Ia fuente multimodo pro-
porciona una aklta sensibilidad en todos los modos, ofirece
también la [lexibilidad de trabajar en modo ESI o0 APCI
de forma independiente

Agilent ha desarrolladoe esta nueva tecnologia paten-
tada para superar las limitaciones de las fuentes multimo-
do existentes que, al basarse en un disefio bien de division
del fiujo o de alternancia del voliaje, impiden la joniza-
cion simultinea y reducen el muestreo en un pico croma-
togrifico Lafuente Agilent multimodo tiene un novedo-
so disefio en el que el liquido entra a la fuente através de
un dnico nebulizador, se convierte en un aerosol con
carga en una cdmara ESI, sufre el secado en un contene-
dor térmico y pasa seguidamente a una cdmara APCI A
continuacion, los tones ESI y APCI se unen para entrar
juntos al espectrdmetro de masas. Al funcionar a elevadas
velocidades de flujo y alta sensibilidad sin alternancia del
modao, este disefio permite a los investigadores adquirir
mis datos de cada pico cromatogrifico.

La fuente Agilent multimodo (G1978A) serd compa-
tible inicialmente con los detectores selectivos de masa
de cuadrupolo de Agilent (G1946B/C/D y GI936A/B)
Se espera intioducir en meses proximos la compatibili-
dad con el espectrdmetro de masas Agilent de tiempo de
vuelo. Se requiere el software Agilent ChemStation B.01
de 32 bits para el control instrumental, la adquisicion de
datos y 1a gestion de datos. Existe mis informacion dis-
ponibie acerca de la fuente multimodo en la direccidn
www agilent. com/chem/multimode

AGILENT TECHNOLOGIES PRESENTA EL PRI-
MER SISTEMA HPLC-CHIP/MS DE LA INDUS-
TRIA PARA PROTEOMICA

Se espera que esta revolucionaria tecnologia aumente
Ia velocidad, sencillez y productividad de la investiga-
cién protedmica

PALO ALTO, California, 23 de febrero de 2005
Agilent Technologies Inc. (NYSE: A) presenté hoy el pri-
mer sistema de cromatografia de Hquidos de alta eficacia
{HPL C) ~chip/espectrometria de masas (MS) para identi-
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ficacidn de proteinas. Se espera que esta revolucionaria
tecnologia LC/MS basada en microfluidos aumente de
forma sigrificativa la velocidad, sencillez y productivi-
dad de la investigacion protedmica,

Muchos investigadores biomédicos emplean ya la
protedmica, el andlisis sistemitico de fa expresidn,
estructura y funcién de las proteinas, para estudiar las
causas subyacentes a enfermedades como el cincer. Las
técnicas tradicionales empleadas en la preparacidn de las
muestras proteicas para andlisis MS, tales como la L.C de
nanoflujo, requieren complejos montajes instrumentales
para mejorar el poder de separacidn y consumen cantida-
des relativamente elevadas de muestra. El nuevo e inno-
vador sistema de Agilent simplifica la LC/MS, eleva al
poder de separacion y la sensibilidad, y reduce el tamafio
de muestra requerido mediante la integracidn de miilti-
ples funcionalidades en un dnico chip basado en micro-
fluidos,

“E compacto tamafio del sistema de LC/MS micro-
fluidica de Agilent, combinado con su sensibilidad,
modularidad y sencillez de operacidn, aporta ventajas
significativas en ef andlisis de complejos digestos protei-
cos y representa una tecnologia puntera en fos programas
de descubrimiento protedmico”, declurd el profesur
Pierre Thibault del Instiluto de Investigacién sobre
Inmunologia y Cdncer de la Universidad de Montreal

El chip HPL.C-Chip para identificacion de proteinas

El chip HPLC-Chip para identificacion de proteinas
de Agilent (G4240A) proporciona una mayor cobertura
de péptidos y una superior identificacion de proteinas en
comparacion con la LC/MS de nanoflujo. Mis pequefio
que una tarjeta de crédito, el exclusivo HPLC-Chip para
identificacidn de proteinas integra de forma transparente
las capacidades de enriquecimiento y separacion de la
muestra de un sistema LC de nanoflujo con las intrinca-
das conexiones y puntas de spray utilizadas en la espec-
trometria de masas con electrospray. La tecnologia elimi-
na el 50% de las conexiones habitualmente necesarias en
un sistetna LC/MS, reduciendo didsticamente la posibili-
dad de fugas y voliimenes muertos, simplificando de
forma significativa e! flujo de tabajo, y mejorando la
sensibilidad y fiabilidad durante el andlisis

Para permitir la gestién experimental y del cumpli-
miento, el HPLC-Chip incorpora una etiqueta de radio-
frecuencia que contiene informacidn como el identifica-
dor y el tipo de chip, datos de documentacidn, dingndsti-
cos y operativos, y memoria adicional para comentarios
del usuario. La etiqueta RF se lee cada vez que se inserta

el chipen lainterfase HPLC-Chip Cube, actualizdndose
la informacidn en la etiqueta antes de la extraccion del
chip El HPLC-Chip para identificacidn de proteinas
incorpora una columna de 43 mm _ 75 um empaquetada
con material de fase reversa Zorbax Stable Bond 360A C-
18de5Sum

La interfase HPL.C-Chip Cube

El segundo componente del sistema HPLC-Chip/MS
es la interfase HPL.C-Chip/MS$ Cube, gue va montada en
la solucidn protedmica de nanoflujo con espectrdmetro
de masas con XCT + trampa de iones de Agilent Ademds
de posicionar Ia punta de spray ortogonal con respecto a
la entrada del MS para conseguir la midxima sensibilidad
y tobustez, lainterfase HPLC-Chip Cube para MS carga
y sella el chip de forma automatica, estableciendo cone-
xiones {luidicas a alta presion sin fugas

La sustitucion del HPLC-Chip es una operacidn sen-
cilla que se completa en cuestidn de segundos, a diferen-
cia de los tiempos mucho mds largos necesarios para
cambiar columnas de LC La interfase HPLC-Chip Cube
estd actuglmente disponible como mddulo estdndar den-
tro del sistema LC Agilent Serie | 100 para MS

“El HPL.C-Chip ayuda a satisfacer las siempre cre-
cientes demandas de productividad de nuestros clientes”,
declard Geoirges Gauthier, gerente de productos de tec-
nologia HPL.C-Chip de Agilent. “El primer HPL.C-Chip
disponible es para aplicaciones protedmicas, pero la tec-
nologia tiene usos potenciales en una ampiia gama de
aplicaciones adicionales en las que se emplea LC/MS,
entre las que cabe citar desarrollo y fabricacidn farma-
céulica, gquimica combinatoria, andlisis de compuestos,
seguridad alimentaria, control medioambiental y seguri-
dad nacional”

Acerca de Agilent Technologies

Agilent Technologies Inc (NYSE: A) es lider mun-
dial en tecnologias de comunicaciones, electrénica, bio-
ciencia y andlisis quimico. 28.000 empleados atienden a
sus clientes en mds de 110 paises. Durante el ejercicio fis-
cal de 2004, la facturacidn neta de Agilent ascendid a
7.200 millones de ddlares. Para mas informacion acerca
de Agilent, visite la web en Ia direccidn www.agilent.com

Puede disponerse de mds noticias ejecutivas, de ciu-
dadania corporativa y de tecnologia en el sitio de noticias
de Agilent en www agilent. com/go/news



PRECISION DE MASA Y T1P™: DOS DIMENSIO-
NES PARA LA DETERMINACION DE LA COM-
POSICION ELEMENTAL.

Biuker Daltonics presenta sus expecirdmetros de masay
ESLTOF de sobremesa micr OTOF™ v microOTOF
focus™, unas hervamientas con excelenies prestaciones
prara medidas de mava exacta v gue adicionalmente
detectan ¢l perfil isordpico verdadero (TIP} de los com-
puestos analizados debido a s alta capacidad de resolu-
cion. Esta combinacion finicd reduce drdsticamente el
mumero de posibles candidatos en los estdios de deter-
minacion de fornmda molecular v la composicion elemen-
tal de compuestos con pesos moleculares por encima de
300 Da puede ser identificada inequivocamente

La espectromeltria de masas es una téenica amplis-
mente utilizada para la determinacidn de la composicién
elemental de compuestos en campos como el desarrollo
de nueves flimacos, ja metabolémica y en aplicaciones
gquimicas. La dltima generacion de espectidmetros de
masas ESI-TOF proporciona una exactitud de masa
mejor de 5 ppm, lo que es adecuadoe para una asignacion
inequivoca de formula molecular para moléeulas hasta
300 Da. Si se tienen que analizar moléculas de mds de
500 Da de masa, normalmente son multipies las posibles
formulas que coinciden con el peso molecuiar medido en
condiciones de masa exacta, incluso algunas veces no
basta con los conocimientos quimicos para asignar una
sola formula

Los espectrdmetios de masas micrQTOF™ ge han
desarrollado para realizar medidas de masa exacta de
compuestos desconocidos Adicionalmente a una exacti-
tud de masa mejor de 3 & 5 ppm (con calibracién interna y
externa respectivamente), proporcionan una veniaja
tnica como es la medida del “True lsolopic Pattern™
(TIP*™) que mide la correlacion entre los perfiles isotdpi-
cos medidos y tedricos siendo €sla represemtada como un
vator de Sigma-FIT™. Esta combinacidn unica resultaen
una reduccion significativa del numero de formulas
potenciales (Figuya 1}
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Figura L. Determinacidn de la composicion elemental

Tal y como se muestra en un estudio representativo
realizado conjuntamente con Glaxo-SmithKline, el valor
de Stama-FIT™ es un ¢riterio decisivo a la hora de elegi
correctamente entre las posibles [drmulas propuestas
{Figura 2). Enel ejemplo presentado se encontraron mis
de 400 formuias posibles a menos de 5 ppm de ervor de
masi. La efeccion de la férmula con masa mds cercana a
fos resultados oblenidos conduce a una composicion ele-
mental incorrecta, mientras que [a eleccion basada en fa
cotrelacion de los perfiles isotdpicos (Sigma-FIT™) con-
lieva la eleccion de la férmuta molecular correcta

La opcion FocusTM para MicrOTOFTM.

En su configuracion bisica el sistema MicrOTOF™
consigue una resolucion de masa de 10.000. La novedosa
iecnologia Focus incrementa la resolucién espectroméli-
ca del MicrOTOF™ a 15.000 sobre todo el rango del
espectio {Figura 3)

Enugar de estar equipado con el Hlamado reflectoren
W, que tipicamente pierde mis del 70% de los iones a
medir, ia tecnologia Focus™ utiliza miltiples avances en
la éptica y deteccidn de iones en el tiempo de vuelo opti-
mizados para el uso de un reflectoren V. Como resultado,
se obtiene ung transmisicdn sin sulrir péedidas de iones

Regulatori Compliance.

Para aguelios usuarios gue lo necesiten, los eguipos
MicrOTOF™ ofrecen un entorno de software para eum-
plir con la paite 11 de la normativa 2ICFR Bruker
Daltonics también ofrece servicios opeionales de 1Q, 0Q
y PV u aquellos usuarios regulados por la normativa
DA

Contacte con Bruker Biosciences Espaiiola para oble-
ner mis informacién: www brukeres
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nos. La asignacion de férmula correcta coincide con la la mejor correlacidn entre perfiles isotdpicos
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Figura 3, Espectro de masas de la proteina Citocromo C en ESI-TOF. Incluso en |la configuracién basica el mictOTOF
proporciona una excelente resolucidn. Sin embaigo, Ia nueva tecnologia Focus proporciona claros beneficios en
el andlisis estructural de moiéeulas grandes (>10.000 Da ), como proteinas intactas.




ANALIZADOR POR INFRARROJO CERCANO
SPECTRA STAR 2460

Gomensoro Instrumentacién Cientifica. tiene el
honor de anunciarles la distribucidn en exclusiva para
Espafia de los productos fabiicados por Unity Scientific,
en especial el analizador Spectra Star 2400 vy sus dife-
rentes versiones

El Spectra Star, analizador automadtico incorpora
tecnologia NiRS de nueva generacién y se utiliza para el
control de materias primas y férmulas terminadas a nivel
de produccién y [aboratorio con un coste atractivo.

Puede obtener fa gran mayoria de los componenies en
muesteas tutinarias, sobre una gran variedad de produc-
tos, en pocos segundos.

Los resultactos estin contrastados frente a los métodos habi-
quales de andlisisempleados en el laboratorio quimico.

Elamplio abanico de aplicaciones permite una ripida ins-
talacidn y resultados inmediatos, estando al alcance de
cualquier emptesa gue requiera controles rdpidos y fia-
bles

Sienel pasado se ha equipado con sistemas de filto,
tipo InlraAnalyzer o sistemas con monocromador y desea

renovar algdn instrumento, conservando o transfiriendo
el resuitado de las calibsaciones obtenidas. con el sistema
Spectra Star 2400 tiene Ta solucidn

Un equipo de expertos en el manejo de las aplicacio-
nes le proporcionara el apoyo necesario, garantizando la
continuidad y precision de los zjustes previos, facilitando
la utitizacion y aplicando los contioles de calidad estuble-
cidos por una gran mayoria de usumios

E1 SpectraSiar 2400 posee una excelente exactitud,
precision y estabilidad inmejorables

Utiliza una Escala Unica de Estandarizacién de
Longitudes de Onda haciendo sencilla la transferencia de
calibraciones

Sin mantenimiento y muy f{icil de usar, utiliza el siste-
ma Windows como programa base con pantalia interacti-
vitde gran tamaiio.

La Unidad Optica esta optimizada combinando 1a
mixima energin de la ldmpara con la vida media mas
imga posible (10.000 horas)

Cuantifica componentes como: Grasa, proteing,
humedad. fibra, cenizas, carbohidratos, energia, ADF,
NDF y otros muchos componentes rutinarios

SOBRE LA TECNOLOGIA NIR

Disefiada como una técnica para la prediccion de la
composicién quimica aplicada a ura gran variedad de
muestras desconocidas, el infrarrojo cercano NIR utiliza
reflectancia difusa en un rango del espectroentie 1200 y
2400 nm donde realiza as determinaciones.

Cuando el haz de luz incide sobre la muestra, patte de
esta energia es absorbida y el resto reflejada. El porcenta-
je de luz absorbida varia con la longitud de onda y la
estructura quimica de la muestra. La porcion de energia
que interacciona con fa muestra puede ser determinada
por comparacion con a intensidad del haz original y Ia
energia de la porcion reflejada

Una serie de muestiras Standasd son escaneadas con el
proposito de obtener la correlacion entre los diferentes
niveles de constituyentes y la absorcidn de la radiacion a
una o mas longitudes de onda. Usando un algoritmo de
transformacidn y olros  estadisticos proporcionan la
ecuacion para cuantificar jos diferentes constituyentes en
muestras desconocidas




ESPECIFICACIONES

Tecnologia
Incluye sistema monocromador soportado con varios
anchos de banda (10 nm tipico).
Fuente de IR. Ldmpara halogena de Tungsteno con
una vida media de F0.000h.
Red holografica NIR para uso desde 1200 a 2400 nm.
Detector: InGaAs con temperatura estabilizada
Tiempo de barride: Menor que (0.8 seg /por barrido.
Tiempo de andlisis: De 10 a 60 segundos,
Intervalo entre punto-dato: [nm
Rango Fotométrico: 3 0 1200-2400 nm.
Ruido fotometrico: 20 micro AU a 1640 nm.
Haz de barrido : 225 mm®,

Interfases de usuario
Sistema operativo: Windows 2000
Pantalla: 107"VGA con pantalia tdctil.
Software: Programa InfoStar para presentaceién y
prediccidn de resultados
Teclado y ratén opcional,

Configuraciones de muestreo
2400 D Cipsula Giratoria,
2400 W Ventana superior

Dimensiones
2400 D ¢ 336 mm x 343 mm x 406 mm}.
Peso: 15 9kilos
2400 W (330 mm x368 mm x381 mum).
Peso: 13.6 Kilos.
Alimentacién: Voltaje:100-240 50-60 Hz.
Consumo : 75 VA,

Muestreo
La version 2400 D SpectiaStar puede ser equipada
para utilizar varios tipos de cdpsula para muestra exis-
tentes en el mercado. El modelo 2400 W puede usar
cdpsulas, bolsas de pldstico, botellas, viales y placas
de Petri

VERSIONES Y COMPOSICION
SpectraStar 2400D

Monocromador de reflectancia(1200-2400 am) con
sisterna de lectura de muestia giratorio, incorpora compu-
tador y pantalla tdctil y programa para prediccién de
resultados.

3 DEGIEAE

Composicién del suministro:

Analizador SpectraStar 2400 D, cipsulas de muestra
(2), programa InfoStar para andlisis de rutina

Referencias:

US-2400-001
US-2400-BL 1

SpectraStar 2400W

Monocromador de reflectancia ventana superior de
lectura, computador y pantalla tdctil
Incorporada, programa para prediccidn de resuliados

Composicion del suministro:

Analizador SpectraStar 2400 D, cdpsulas de muestra
(2}, programa InfoStar para andlisis de rutina.

Estas especificaciones estdn sujetas a cambios Todos
los nombres y marcas son propiedad de sus respectivos
duefios. © Copyright 2004 Unity Scientific LLC Todos
los derechos reservados

Si esta interesado en ampliar la informacidn rogamos
contacte con:

GOMENSORO, 8.A.
C/ Aguacate, 15
28044 MADRID

TIF: 91 508 65 86
Fax: 91350865 11
WWW. 20Mensoro.net
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DETERMINACION DE PESTICIDAS ORGANO-
CLORADOS A NIVEL DE TRAZAS EN MUES-
TRAS AMBIENTALES USANDO GC-MS CON
IONIZACION QUIMICA NEGATIVA

KONIK-TECH ha presentado en la titima edicién de la
PITTCON 2005 una sesion oral de titulo “Trace Level
Determination  of  Organochlorine  Pesticides  in
Environmental Samples Using Gas Chromatography
Negative Chemical lonization Mass Spectrometry™ utili-

zando su nuevo espectrémetro de masas cuadrupolar

KONIK MS Q12 plataforma innovadora que permite 3
entiadas diferentes y 12 modos de ionizacion; HRGC (E]
ICH ), HPLC(EST/APCL/ 2y y DIP{EI/CI/ £) Elcon-
cepto revolucionario de este sistema permite cambiar de
GC/MS a HPLC/MS de forma sencilla en menos de 15
mimos.

En este trabajo. el instrumento KONIK MS Q12, acopla-
do al cromatografe de gases HRGC 4000 B y al auto-
muestieador multimodal ROBOKROM, ha permitido
una ripida optimizacion del método GC-MS en impuacto
electrdnico (El4+) e fonizacidn quimica negativa (NCH
para el andlisis de pesticidas organoclorados, asi como el
anilisis automatizado por microextraceidn en fase sélida
(SPmE) de estos pesticidas en agua de bebida Los resul-
tados se han comparado con la téenica cldsica de GCECD
para el andlisis de estos pesticidas Las condiciones ins-
trumentales y experimentales se indican en fatabla |

En la Tabla 2 {(pdgina 2) se da a modo comparativo
aigunos pardmetios de calidad del método SPmE-GC-
MS en modo EI(+) y NCI y SPmE-GC-ECD parael ani-
fisis de agua de bebida.

La técnica SPmE combinada con GC-ER-MS. GC-
NCI-MS y GC-ECD permite el andlisis de pesticidas en
agua de bebida a niveles ineluso inferiores a 0.1 ppb,
Jimite legislado por la Comuntdad Europea para la mayo-
ria de ellos.

Estos méiodos permiten la identificacion de los com-
puestos a nivel de sub-ppb (Figura 1), especialmente en
GC-NCI-MS gue permite eliminaralgunas interferencias
que aparecen en el SIM en El(+) y en GC-ECD, por lo
tanto, este método puede resultar especialmente adecua-

do en el caso de muestras de matriz compleja, Ademis. en
GC-NCI-MS. pueden mejorar los LODs optimizando el
método SPmE o segmentando el cromatograma en el
SIM para obtener mayor sefial.

Informacion adicional en
wwiw Konik-group.com
y applications lab@konik-group.com

KONIK-TECH
Barcelona +34 93 590 28 40
Madrid +34 91 328 25 26
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Figura 1. Cromatograma de una muestra de agua de bebida adicionada a nivel de
ppt obtenidos por SPmE por GC-ECD, GC-EI-MS y GC-NCI-MS en
modo SIM
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THE LAR SOURCING GROUP

GERMAN ENGINEERED PERFORMANCE

Schartab presenta las columnas originales ProntoSIL
Se trata de una silica esférica ulttapura. Estrictos contro-
les de fabricacion garantizan una gran constancia en: dis-
tribucidn de particula y de poro, tamafio y volumen de
poro y drea superficial. Es un material extremadamente
reproducibie, fiable y con altos rendimientos
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L.a gama de fases ProntoSIL es muy amplia Mas de
10 tipos diferentes de C18, cada uno disponibie en dife-
rentes tamafios de particula y dimensiones, hacen de esta
linea la solucion ideal para el cromatogralista. Ademds se
incluyen otras fases en fase reversa, fases normales, de
intercanibio idnico, fases para aplicaciones especificas en
andiisis mediambiental, etc

Destacamos las columnas que estdn en oferta de lan-
zamiento: las ProntoSIL Hypersorb ODS. Se trata de la
alternativa mds parecida a Hypersil ODS . Presenta una
actividad silanofilica algo menor que Hypersil ODS por
ser su silica algo menos dcida La polaridad es compara-
ble El fabricante aseguia la misma selectividad pero con
mejor siimetfa de pico

Para mis informacidn, obtener aplicaciones o beneficiarse
de la oferta de lanzamiento de estas columnas contacte con
nuestro SERVICIO DE CONSULTA CROMATOGRAFICA:
cromato @scharlab.com o al 902170692

c chh@rﬁab

THE LAB SOURCING CROUP

RADLEYS
DISCOVERY
TECHNOLOGIES

LARA", NUEVO ESTANDAR EN LA AUTOMATI-
ZACION DE PROCESOS

Radleys (Saffion Walden, UK) ha presentado recien-
temente Lara™., un reactor controlado (Controtled
Laboratory Reactor-CLR) que supone un nuevo estandar
en fa automatizacidn de procesos por su gran flexibilidad
y tacilidad de manejo

Con muchos afios de experiencia desarrollando y
suministrando reactores de vidrio para los laboratorios de
procesos de mayor renombre en todo el mundo, Radieys
ha disefiado shora un innovativo sistema modular que
ofrece prestaciones asociadas normalmente a equipos de
mayor coste. A diferencia de los sistemas manuales con-
vencionales, Lara™ proporciona una solucion completa e
integrada, con hardware y seltware especificamente dise-
findos para darle las mejores ventajas.




El sistema Lara™ estdndar comprende un juego de
reactores de vidrio encamisados muy ficilmente inter-
cambiables (500ml, 1 litro 5 litros}, agitacién integral,
fijacidn segura con un sistema de control via PC intuitive
y muy {acil de usar. Su disefio compacto minimiza el
espacio necesario y permite colocarlo en una vitrina
extraclora estdndar. Ofrece conexidn directaa 3 sensores
vy la posibilidad de controlar un niimero ilimitado de apa-
ratos via conexidn R§232, o bien, input/output analdgi-
cos. Lara™ ha sido diseflado para trabajar en un rango de
temperatura de ~70 a + 200 oC y puede ser usado con
atmdsfera inerte o vacio.

El sistema tiene una serie de caracteristicas extremada-
mente practicas y simples que hacen que el dia a dia del
equipo sea muy fécil y productivo. Cada detalle, desde el
nueva pinza que se acciona con una sola mano y gue sos-
tiene el reactor de vidrio, hasta el sistema de agitacidn
extremadamente fdcil de colocar, han sido disefiados bus-
cando la midxima simplicidad y facilidad de manejo. Una
serie de mddulos de expansidn estardn disponibles para
Lara para desarrollar sus capacidades y funcionalidad a
medida que las necesidades experimetales cambien.
Dichos médulos incluirdn adicidn autatizada de reactivo,
calorimetria, cristalizacidn, extraccion liquido/liquido,
fraccionamiento y muestreo automdtico

c ){S/charlab

THE LAB SOURCING GROUFP

SISTEMA DE PURIFICACION DE DISOLVENTES
PURESOLV™

El sistema PURESOLV™ elimina el agua y el oxigeno
de los disolventes utilizando columnas de baja presidn.
Esta nueva tecnologia es una alternativa segura y efectiva
frente a los métodos de destilacidn tradicionales, que
conilevan un riesgo importante de incendio. En este caso,
la purificacion se hace en frio, y no se utilizan metales
alcalinos ni hidiuros.

El sistema SPS es flexible y permite albergar colum-
nas para la purificacién simultdnea de 2 a 7 disolventes
distintos Los mas habituales son Eteres, THF, Hexanos,
Diclorometano, Tolueno, Acetonitrilo, DMF y Metanol,
pero no dude en consultarnos si desea purificar algtin otro
producto,

Para mds informacidn contacte con:
Scharlab, S L

Tel: +34 902170692

Fax: +34 937152765

E-mail: cromato@scharlab.com
Web: www .scharlab com
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Technics S.L.

DIONEX: INVESTIGACION Y DESARROLLOQ DE
COLUMNAS: El bromato en la legislacién europea.

En tan sdlo un afio de comercializacion, la columna
lonPac AS19 se ha convertido en una herramienta funda-
mental para el andlisis de bromato La combinacion de
esta columna y el Cromatdgrafo [onico ICS 2000, con su
tecnologia RFIC, abren la posibilidad de analizarel bro-
mao utilizando la elucion con hidigxido.

Latecnologia RFIC permite generar eluyenies de alta
pureza en linea, afadiendo solo agua. Generando los elu-
yentes de esta manesa se eliminan las posibles fuentes de
contyminacion. En este caso el KOH formado, al no estar
expuesto al CO, de in atmdsfera, no se contamina y queda
iibre de carbonato.

Eluso de hidréxido como eluyente en esta aplicacion
elimina la interferencia que genera ef pico negativo del
agua. La necesidad de utifizar un loop relativamente
grande implicaba, en el caso de fa elucidn con carbonato,
la aparicién de un enorme pico negativo gue interferia Ia
integracion del pico de bromato.

DIONEX incorpora en sus equipos de Cromatografia
[énica, la Autosupresidn Electroquimica del eluyente,
que pricticamente elimina la conductividad de fondo de}
mismo, con lo cual permite detlectar niveles de concentra-
cidn muy pequefios

El equipo utilizado en esta aplicacion es un
Cromatdgrafo Ionico DIONEX, modelo ICS52000 confi-
gurado con sistema de desgasificacidn en continuo, gene-

rador de etuyente en linea y termostatizacidn de colum-
nis. con los siguientes accesorios:

A/ Columnas Aniones:

« Columna trampa: CR-ATC

» Columna protectora: lonPac AGHY

e Columna separadora: lonPac AS19

« Columaa supresora: - ASRS Ultra 1l

B/ Sistema de Adquisicién de Datos:
* Chromeleon TM (Version 6.60- SPla)

Lasupresora ASRS Ultra I consigue una muy buena
estabifidad de linea base incluso trabajando en el modo
de secirculacién En este tipo de andlisis, de concentra-
ciones a nivel de pph, la relucion sefial/ruido debe optimi-
zimse. Sies necesarta una esiabilidad mayor puede poner-
se a funcionar en el modo de agua externa

Hay que aclarar gue debido a la gran potencia del
Software Chromeleen, asociado al IC§52000, en una
misma inyeccion pueden cuantificarse perfectamente
tanto Jos componenies mayotitarios como los minorita-
rios.

s deciren nuestro report {inal podemos presentar los
datos cromatogrificos en dos impresiones diferenciadas,
para la correcta visualizacidn de los picos mis peguefios,
pero la toma de datos se realizd una sola vez

Concentracion de los patrones y coeliciente de corre-
facidn

La recta de calibrado del bromato se ha obtenido a
pastir de seis patrones de distinta concentracion, habién-
dose encontrado e siguiente coeficlente de correlucion:

Autocall | Autocal2 | Autocald | Autocald | Aviocal3 | Autocale ] ¢

BrO- | fppb | Zpph | Sppb | 10ppb | 2Sppb § Shppb | Y949

Los patrones se prepararon sobre un agua mineral
comercial, para que hubiera una cierta presencia de iones
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No. Ret.Time  Peak Name CalType Points Corr.Coeff. Offset Slope Curve
min
3 8,98 Bromato 0LOft 5 99,9973 -0,0013 0,0041 0.,0000
Average: 99,9973 -0,0013 (,0041 0,0000
Condiciones cromategrdficas AS21
La calidad de agua que DIONEX recomienda pata LalonPac AS21 es también una columna basadaen la
trabajar en todas sus aplicaciones es agua desionizada de elucidn con hidroxido, disefiada para la rapida separa-
17,8 MOhm/em o superior cién de perclorato en aguas potables, aguas residuales
u ofras matrices, mediante la deteccién con MS o
Eluyente: C10 mM KOH durante {0 min , 10-45 MS/MS.
mM KOH en 15 min. mds, 45 mM
KOH durante 5 min La AS21 es ideal para la separacidn de una gran varie-
Flujo eluyente: | mL/min dad de aniones ambientales como el arseniato, tungs-
Loop: 350 ul. tato, cromato, ioduro o perclorato
Conductividad
linea base: 1,2u8 Es la columna especificada en ¢l Método EPA 331 .0
Caracteristicas generaies dela AS19: Deterninacion de Trazas de Perclorato en Agua Potabie

con In Columaa AS20 y fa Concentradora Cryptand C1

« Columna de alta capacidad: 240 microeq por colum- N RN —
TN e Spittd mith 35 pg T Pectorl
na >
« Compatible con eluyentes con pHentre Oy [4 N
* Compatible con muestras con pHentre Oy 14 o 7
. . . Surpila " Fa
» Compatible con solventes orgdnicos: modilicadores sunirg e el
selectividad, limpieza .. o

» Tempesatura de trabajo optimizada: Ambiente. il

e,

Como dato final, indicar que la columna lonPac AS19
cumple y supera los requerimientos descritos en las nor-
mas US EPA 300.0, 300. 1y 317
Contacte con VERTEX Technics para mayor infor-
Nuevas Columnas lonPac AS20y AS21 macién. VERTEX Technics es el distribuidor de
DIONEX en Espafia: www.verlex. es

AS20
La nueva columna lonPac AS20 es una columna de Of Barcelona: 932233333
alta capacidad basada en la eiucion con hidréxido, Of Madrid: 913240014
disefiada para la determinacién de trazas de perclorato Of. Bitbao: 94 4471999
en agua potable Of. Valencia: 963489092
La capacidad y selectividad de 1a AS20 aseguran que Of Vigo: 986700072

el perclorato se puede cuantificar a niveles inferiores
a wg/L, medianie la deteccidn por conductividad, y
usando la supresidn, incluso en presencia de altas
concentraciones de cloruro, sulfato o carbonato

Alta capacidad: 310 microeq por columna (4 x 250
mimy}

Es la columna especificada en el Método EPA 314.1
Se usa conjuntamente con la columna concentradora
Cryptand Cl
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La gama mas
completa de gases,
materiales y servicios
especificos para
analisis e
investigacion.

Pensando en las necesidades
especificas de los laboratorios,
Air Liquide ofrece con

la Gama Alphagaz, una oferta
totalmente adaptada a los
requerimientos de pureza

de la cadena analitica.

Los gases puros y mezclas,

los materiales e instalaciones,

asi como los servicios de la Gama
Alphagaz, son la mejor solucién
para instrumentacion analitica e
investigacion, a partir de la gestion,
el mantenimiento y el control de
todos los sistemas por parte de
Air Liquide.

Air Liquide contribuye a la
fabricacion de muitiples productos
denuestrodiaadiayala
preservacion de la vida, dentro
de una gestion de desarrollo
sostenible, gracias a soluciones
innovadoras basadas en las Ultimas
tecnologias.

Gases de pureza garantizada
en su laboratorio

AL Air Liquide Espana, S.A.
Paseo de la Castellana, 35 / 28046 Madrid / Telfs.: 91 502 93 00 - Fax: 91 502 93 30 / www.airliquide.es

=
1
1
1
|
1
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|



Ultra Performance LC

Presentomos el nuevo sistema Waters® ACQUITY Ultra Performance Liquid

Chromatography™ (UPLC"). Ultra ropidez, ultra sensibilidad y ultra resoludion que

rebasan los limites de la HPLC de hoy para entrar en un nuevo dominio de ultra

productividad y ultra prestaciones. Basada en los mismos principios fundomentales

que lo HPLC la UPLC™ permite expandir los aplicaciones de lo cromatografia .t :

liquido o extremos no imoginados hasta chora. Yo es posible ver mds doro. For comp Iete = confl dence
ACQUITY UPLC™ de Waters: mas confionza en los resultados.

Visite www.ultraperformancelc.com

Waters Cromatografia, S.A.
Ronda de Can Fatid /A o Parc Tecnolbgic del Vollés e 08290 Cardanyola del Vallés
el 236 00 93 00 » Fax 936 00 93 60
Avenida de Europa, 21 e Parque Empresarial lo Moraleja 28810 Alcobendas
Tel. 91203 91 00 o Fox @16 &1 OB 55
www,waters.com e eMail spain@waolers.com
& 2004 Waters Corporation. Woters, ACQUITY Ulira Performance Liquid Chromatography y UPLC son marcos registradas de Waters Corporafion.






