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EDITORIAL

Quiero enviar desde aqui un mensaje de optimismo a todos los que trabajamos en el campo de la Quimica Analitica y
particularmente en las técnicas de separacion. Como ya sabéis, durante los tltimos afios hemos asistido a una total revolu-
cién en las técnicas y el andlisis instrumental. Los avances en el mundo de la microelectrénica y la informdtica han permi-
tido desarrollar una instrumentacioén cientifica con un potencial enorme. Por poner algiin ejemplo, el desarrollo de la cro-
matografia en dos dimensiones GC x GC y LC x LC, ha supuesto un salto cuantitativo en la capacidad de separacién de
compuestos quimicos en mezclas complejas, lo que hace solo unos afios hubiera sido imposible de llevar a cabo. La intro-
duccion de la espectrometria de masas como sistema de deteccidn acoplada a las técnicas de separacion ha supuesto la
posibilidad de detectar cantidades en torno a los femtogramos con una gran precision y exactitud. Ello ha supuesto una
mejora tanto en la comprension del comportamiento de los contaminantes en el medio ambiente, como en el control y el
aumento de la calidad y seguridad de los alimentos. Por otra parte, el desarrollo de la electroforesis capilar, la introducciéon
de nuevas fases estacionarias en la cromatografia de liquidos y sus acoplamientos a detectores de masas tipo ToF, asi como
la introduccién de nuevas interfases, han permitido analizar biomoléculas cada vez mas complejas y convertirse en una
herramienta fundamental en los estudios de proteémica y metabolémica. Por ello, y a pesar de la crisis econémica que ha
hecho que la productividad cientifica en Espafia este disminuyendo poco a poco, en el caso de las técnicas de separacién y
sus aplicaciones, el niimero de publicaciones cientificas sigue aumentando situdndonos en el estudio realizado en el nime-
ro de marzo del “Analytical Scientific Journal” entre los cinco paises que mas publican en el mundo, por detrds de China,
US, Alemania y Japon.

En la vida de la Sociedad Espafiola de Cromatografia y Técnicas Afines (SECyTA), las reuniones cientificas anuales
son una de nuestras actividades mds importantes, ya que permiten el encuentro con los socios, el intercambio de opiniones,
y la presentacion de las innovaciones mds interesantes en el campo de las técnicas de separacion. Como ya sabéis, del 27 al
30 del préximo mes de octubre se celebrard en Castelléon la XV Reunién Cientifica de la SECyTA, de forma conjunta con
la VII Reunién Nacional de la Sociedad Espaiiola de Espectrometria de Masas (SEEM), lo que le dard una resonancia
mayor dentro de la comunidad quimica espafiola y de otros paises. No es la primera vez que nuestra sociedad organiza su
reunién anual con la SEEM, siempre con muy buenos resultados. Ademads de las buenas relaciones que mantenemos con la
SEEM desde hace afios, coincidimos en temdticas y en objetivos. En esta ocasion y como ya es habitual, se prestard espe-
cial atencion a los jovenes investigadores favoreciendo su asistencia y participacion en las actividades de las 2 reuniones.

Como en anteriores ediciones, a lo largo de las jornadas tendremos ocasion de conocer el impacto que la innovacién y
el desarrollo del conocimiento que tanto las Técnicas Analiticas de Separacién como la Espectrometria de Masas tienen en
la resolucidn de los problemas actuales de la sociedad. Se presentardn los tltimos avances en estos campos enfocados prin-
cipalmente a la miniaturizacion, automatizacion, acoplamientos on-line, tratamiento de muestra, etc. y sus aplicaciones a
diversas dreas de conocimiento, como medio ambiente, alimentos, firmacos y sistemas biolégicos. Se ha elaborado un
programa cientifico atractivo, competitivo y sugerente que permitird crear un foro de discusion entre todos los profesiona-
les del sector, favoreciendo la interaccion entre ellos (cientificos, empresas, estudiantes, administracion, etc.), lo que
potenciard las colaboraciones entre todos los profesionales implicados y que revertird en beneficio de todos. Toda la infor-
macioén sobre la reunion la encontraréis en la pdgina web de la SECyTA y en www.secytaseem2015.com

Durante las jornadas contaremos con conferenciantes de elevado prestigio como son los Drs.: Facundo M. Ferndndez
(Georgia Institute of Technology, Atlanta, USA), Pablo Martinez-Lozano Sinues (ETH Zurich, Switzerland), Jana
Hajslova (Institute of Chemical Technology, Prague, Czech Republic), Coral Barbas (University of CEU San Pablo,
Madrid, Spain), Paola Dugo (University of Messina, Messina, Italy), Jos¢ Manuel Florencio Nogueira (University of
Lisboa, Lisbon, Portugal), Eric Reiner (University of Toronto, Toronto, Canada) y Félix Hernandez (University Jaume I,
Castellon, Spain) que nos contardn el resultado de sus tltimas investigaciones en relacion a las técnicas de separacion y la
espectrometria de masas. También tendremos nuestras sesiones de jévenes investigadores y, como no podia ser de otra
manera, la XI edicion de los premios José Antonio Garcia Dominguez, patrocinados por Bruker Espafiola S.A. Os animo a
todos a asistir y os espero en octubre en Castellon.

Maria José Gonzalez Carlos
Presidenta de la SECyTA
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RESUMEN

Laindustria agroalimentaria genera gran cantidad de
residuos que suponen un problema medioambiental y
econémico. Aunque se han desarrollado estrategias para
lareutilizacion de estos desechos como la produccién de
piensos y fertilizantes, estos residuos pueden ser de utili-
dad para la obtencién de compuestos con alto valor afiadi-
do como péptidos bioactivos. Las técnicas de separacion
juegan un papel muy relevante en el desarrollo de meto-
dologias para el aislamiento e identificacién de sustan-
cias bioactivas a partir de residuos de la industria agroali-
mentaria. La obtencién de péptidos bioactivos a partir de
matrices tan complejas requiere el uso de distintas técni-
cas de purificacion e identificacion. El objetivo de este
trabajo ha sido revisar las técnicas y metodologias analiti-
cas mas empleadas en el aislamiento e identificacion de
péptidos bioactivos a partir de subproductos de la indus-
tria agroalimentaria.

1.INTRODUCCION

La industria agroalimentaria genera una gran cantidad
de residuos que si no son aprovechados o debidamente
procesados, acaban en vertederos o siendo incinerados.
Ambas posibilidades provocan la emisién de contami-
nantes ambientales y gases de efecto invernadero que tie-
nen un gran impacto medioambiental y suponen impor-
tantes costes y riesgos para la salud publica (Restrepo
Gallego, 2006, www.prtr-es).

Se puede hacer una diferenciacién entre los residuos
generados por los alimentos procedentes de fuentes
vegetales de los que proceden de fuentes animales. Los
primeros estdn constituidos principalmente por residuos
acuosos, hojas, cdscaras, pieles y huesos de frutos.
Dependiendo de la fuente, estos residuos pueden
constituir entre el 10 y el 65% del producto inicial
(www.prtr-es). Entre los residuos de origen animal se
pueden considerar las escamas, cabezas, visceras, raspas
(procedentes de pescados), huesos, plumas, patas, picos,

sangre (procedentes de aves) y carcasas, pieles, huesos,
tendones, sangre, tejido graso, cuernos, pezuias y érga-
nos internos (procedentes de ganado vacuno y porcino)
(DiBernardiniy col.,2011; Ajilay col.,2012; Toldrd, y
col.,2012; Lasekany col., 2013).

Actualmente existen distintas vias de reutilizacion
para estos subproductos. La mayor parte de ellas suponen
la preparacién de productos de bajo valor como piensos
para ganado, fertilizantes o compost (Ajilay col.,2012;
Piotrowska y col., 2013). Estas estrategias no suponen un
beneficio econdmico sino que son mds bien una via para
deshacerse de este material y evitar la gestion de estos
residuos que si que supone un coste econémico. Sin
embargo, estos subproductos contienen sustancias valio-
sas y la extraccion y utilizacion de estas sustancias permi-
tiria su revalorizacion, garantizando asi un uso més efi-
ciente de los recursos naturales. Ademds de polifenoles,
lipidos, fibra, vitaminas, etc. (Moure y col., 2001;
Jayathilakany col., 2012), algunos subproductos presen-
tan un elevado contenido proteico y constituyen, por
tanto, fuentes baratas de proteinas. Estas proteinas tienen
valor desde un punto de vista nutricional pero también
pueden contener péptidos bioactivos de interés para la
industria alimentaria, farmacéutica y cosmética.

Asi, el aprovechamiento de los subproductos genera-
dos por la industria agroalimentaria no solo permitiria
reducir el impacto ambiental como consecuencia de la
emision de este material de desecho sino que también per-
mitiria la revalorizacion de este residuo y la obtencién de
compuestos con elevado valor afiadido. Un adecuado tra-
tamiento de estos subproductos que, por lo general, pue-
den ser considerados muestras complejas, es un reto
importante para poder establecer una metodologia para su
reutilizacién. Ello requiere un importante trabajo de
investigacion dado que la principal limitacién de estos
compuestos es la viabilidad econémica del proceso de
extraccion y aislamiento. En este trabajo se describen las
metodologias analiticas empleadas con el fin de llevar a
cabo el aislamiento e identificacion de péptidos bioactivos
a partir de subproductos de la industria agroalimentaria.
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2. PEPTIDOS BIOACTIVOS

Los péptidos bioactivos son pequefias cadenas de
aminodcidos (entre 2-30 aminoacidos de longitud) que
juegan un papel importante en ciertas rutas metabdlicas, y
por lo tanto, afectan de manera beneficiosa a nuestro esta-
do de salud. Para que un péptido sea bioactivo debe gene-
rar un efecto medible a nivel fisiol6gico que debe ser
beneficioso para la salud. En muchas ocasiones, los pép-
tidos bioactivos se encuentran encriptados en la secuen-
ciade una proteina y solo ejercen su actividad cuando son
liberados (Korhonen y Pihlanto, 2006, Ajibola y col.,
2011). Aunque con menor frecuencia, los péptidos bioac-
tivos también pueden encontrarse como entidades inde-
pendientes en cuyo caso no seria necesario ningin proce-
so para su liberacion.

Los péptidos bioactivos pueden presentar diferentes
bioactividades. Entre otras, se han encontrado péptidos
con capacidad antioxidante, antihipertensiva, opioide,
antibacteriana, antihipercolesterolémica, antitrombdtica,
anticancerigena, etc. (Hartmanny Meisel, 2007) aunque
son los péptidos con actividad antihipertensiva, antioxi-
dante y antimicrobiana (antibacteriana y antifingica) los
que mds frecuentemente han sido aislados a partir de resi-
duos de la industria agroalimentaria.

Los péptidos con capacidad antihipertensiva actian
sobre el sistema renina-angiotensina cuya funcién es la
de regular la tensién arterial. De forma simplificada, el
decapéptido angiotensina I es hidrolizado por la enzima
convertidora de la angiotensina (ACE del inglés “angio-
tensin converting enzyme’) obteniéndose el octapéptido
angiotensina II, que es un potente vasoconstrictor. Los
farmacos sintéticos utilizados para el tratamiento de la
hipertension suelen tener efectos secundarios indeseables
como la sequedad bucal, tos seca o incluso riesgo de
padecer aneurismas (Atkinson y Robertson, 1979;
Sweeting y col., 2010). Los péptidos antihipertensivos
inhiben la actividad de la ACE y no presentan efectos
secundarios con lo que podrian ser de interés en el trata-
miento de esta enfermedad. Generalmente contienen
entre 2-12 residuos de aminodcidos siendo habitual la
presencia de aminodcidos hidrofébicos como leucina (L)
y prolina (P) y aminodcidos arométicos como histidina
(H), tirosina (Y), fenilalanina (F) y triptéfano (W).
Ademas, la posicion de los residuos de P en la secuencia
del péptido parece afectar de forma significativa a la esta-
bilidad del péptido (Cheung y col., 1980). En algunos
residuos carnicos puede aparecer un aminoécido deriva-
do de la hidrélisis de P, 1a hidroxiprolina (Hyp). La Hyp
es necesaria para la sintesis de coldgeno y por ello se ha
encontrado en residuos de la piel del ganado bovino y
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porcino y en patas de pollo, ricas en coldgeno (Kim y col.,
2001a; Saigay col., 2008, Ichimura y col., 2009).

Los péptidos con capacidad antioxidante presentan
gran interés tanto desde el punto de vista terapéutico como
desde el punto de vista de la industria alimentaria. Las
especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés “reactive
oxygen species”) son moléculas derivadas del oxigeno
molecular o radicales libres formados endégenamente en
el organismo o generados por causas exdgenas como el
tabaco, exposicién a la radiacién o la polucién medioam-
biental (Lee y col., 2004). La acumulacién de ROS en el
organismo se ha relacionado con la aparicién de ciertos
desordenes fisioldgicos, estados patolégicos y la acelera-
cion del envejecimiento (Valko y col., 2007). Por otro
lado, la oxidacion de los alimentos es un fendmeno habi-
tual, especialmente en aquellos que contienen lipidos, lo
que conduce a su degradacion progresiva y provoca cam-
bios en el olor, color y sabor del alimento. La adicién de
antioxidantes sintéticos para evitar estos procesos oxidati-
vosy alargar la vida del alimento es habitual en la indus-
tria alimentaria. No obstante, existe una percepcion nega-
tiva de los consumidores hacia su uso que, en muchos
casos, estd permitido dentro de unos limites establecidos
debido a su carcinogenicidad (André y col., 2010). La uti-
lizacién de péptidos antioxidantes es una alternativa a
estos compuestos sintéticos. Los péptidos con capacidad
antioxidante se suelen caracterizar por contener en su
secuencia residuos de aminodacidos como la H, cisteina
(C), P, metionina (M) y aminoécidos aromaticos.

Los péptidos con capacidad antibacteriana y antifiingica
ejercen actividad inhibitoria frente a distintos microorganis-
mos (Cudic y Otvos, 2002). Pueden actuar contra bacterias
Gram (+) y Gram (-) como la Escherichia Coli,
Helicobacter, Listeria, Salmonella y Staphylococcus, ade-
mads de contra levaduras y hongos (Fitzgerald y Murray,
2006). Una caracteristica importante de los péptidos con
capacidad antibacteriana y antifiingica es que ademas de ser
de pequefio tamafio suelen presentar residuos de Cy /o gli-
cina (G). También se ha observado una relacién entre aque-
llos péptidos que presentan esta actividad y la presencia de
residuos de aminodcidos cargados. Por regla general, el
nimero de aminodcidos cargados positivamente (arginina
(R) y/olisina (K)) en estos péptidos es mucho mayor que el
de los aminodacidos cargados negativamente (acido asparti-
co (D) y acido glutamico (E)) (Barbosa-Pelegrini y col.,
2011). El efecto de inhibicién parece estar relacionado con
la carga neta positiva de estos péptidos. En efecto, los pépti-
dos interaccionan con las membranas de los microorganis-
mos a través de los fosfolipidos cargados negativamente
alterando su permeabilidad y provocando la muerte celular
(Barbosa-Pelegriniy col.,2011; Mardétiy col., 2011).



De especial interés son los péptidos con multiples
bioactividades como los aislados por Adje y col. (2011) a
partir de sangre de ganado bovino que mostraban simul-
tdneamente actividad antibacteriana e inhibidora de la
ACE.

3.METODOLOGIAS ANALITICAS PARA LA
EXTRACCION DE PEPTIDOS BIOACTIVOS A
PARTIR DE SUBPRODUCTOS DE LA INDUS-
TRIAAGROALIMENTARIA

LaFigura 1 muestra un esquema de las diferentes eta-
pas que se llevan a cabo para la obtencién de péptidos
bioactivos a partir de subproductos de la industria agroa-
limentaria. Los péptidos bioactivos suelen estar encripta-
dos en el interior de la secuencia de una proteina de la que
tienen que ser liberados para poder ejercer su actividad.
Asi, la obtencién de péptidos bioactivos implica la
extraccion de las proteinas, la obtencion de los péptidos,
generalmente mediante digestion enzimatica, la purifica-
cién de los hidrolizados utilizando diferentes técnicas de
separacién y la identificacién de los péptidos bioactivos
aislados. Ademads, es necesario realizar ensayos de bioac-
tividad para evaluar y seguir la funcionalidad de los pép-
tidos a lo largo de las diferentes etapas del proceso.

Durante la extraccién de las proteinas deben eliminar-
se todos los posibles interferentes como pueden ser la
materia grasa, fibra, vitaminas, distintos hidratos de car-
bono, etc. (Saravanany Rose, 2004, Jayathilakany col.,
2012). La extraccion de las proteinas suele realizarse uti-
lizando un medio tamponado que puede contener sustan-
cias tensioactivas, reductoras o caotrépicas para mejorar
la eficacia y rendimiento del proceso. La utilizacién de
ultrasonidos en forma de bafio o sonda es también habi-
tual con el fin de favorecer la extraccion.

Una vez obtenido el aislado proteico, el péptido
bioactivo ha de ser liberado siendo la hidrélisis enzimati-
ca la metodologia mas habitual para este fin. Esto puede
llevarse a cabo in vivo durante la digestion gastrointesti-
nal o in vitro mediante el uso de enzimas o microorganis-
mos proteoliticos (Korhonen y Pihlanto, 2006). Tanto el
tipo de enzima o microorganismo empleado como las
condiciones utilizadas (relacidon enzima:sustrato, tiempo
de hidrélisis, pH y temperatura, etc.) durante la hidrélisis
pueden afectar de forma significativa a la actividad de los
péptidos obtenidos. Enzimas como la alcalasa, pepsina,
flavourzima, termolisina o tripsina son opciones habitua-
les cuando se realiza la hidrdlisis in vitro de las proteinas.
En otras ocasiones se utilizan enzimas extraidas también
de residuos alimentarios como hicieron Fontouray col.
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(2014) que usaron queratinasas alcalinas producidas por
bacterias previamente aisladas de residuos del procesado
de la carne de pollo. La autolisis del subproducto con pro-
teasas enddgenas es otra opcion para la liberacién de los
péptidos bioactivos que resulta mds barata pero suele ser
mds lenta. Esta opcién fue utilizada por Nogata y col.
(2009) y Jamdar y col. (2011) para la obtencién de pépti-
dos bioactivos a partir de un subproducto del procesado
del trigo y de visceras de carne de aves de corral, respecti-
vamente. Otras opciones utilizadas para liberar péptidos
bioactivos son la fermentacién o el empleo de multiples
enzimas. Li y col. (2007) realizaron una digestién con un
cdctel de enzimas constituido por papaina, por proteasas
de pancreas bovino, una proteasa de Streptomices y otra
de Bacillus polimixa para obtener péptidos antioxidantes
a partir del colageno de la piel de cerdo.

Con fines a comprobar si la bioactividad buscada se
observa entre los péptidos obtenidos es habitual la reali-
zacion de ensayos de bioactividad en este momento. Los
hidrolizados peptidicos mas prometedores en términos de
actividad seran posteriormente sometidos a diferentes
etapas de purificacidn. Las etapas de separacién deben
ser elegidas y optimizadas con el fin de reducir su tiempo
y coste y evitar la pérdida de muestra teniendo siempre en
cuenta que los hidrolizados son muestras complejas con
un elevado rango dindmico.

4.METODOLOGIAS ANALITICAS PARA LA
PURIFICACION DE PEPTIDOS BIOACTIVOS A
PARTIR DE SUBPRODUCTOS DE LA INDUS-
TRIAAGROALIMENTARIA

LaTabla 1 agrupa las técnicas empleadas en la purifi-
cacién de péptidos bioactivos a partir de residuos de la
industria agroalimentaria asi como la secuencia de los
péptidos purificados. Dado el elevado niimero de trabajos
enfocados a la obtencion de péptidos bioactivos a partir
de subproductos del pescado y el marisco y debido a que
existen numerosos trabajos de revisién bibliografica
enfocados a este tipo de residuos, este trabajo se ha cen-
trado en el resto de subproductos de la industria agroali-
mentaria: subproductos procedentes del procesado de la
carne bovina y porcina, subproductos del procesado de la
carne de aves de corral y subproductos del procesado del
huevo, productos lacteos, frutos secos, frutas, cereales y
otros vegetales, etc.

Dada la complejidad de estos subproductos, en general,
es habitual la utilizacion de varias etapas de purificacion
con fines a aislar péptidos bioactivos tras el empleo de
técnicas de extraccion como la extraccidn en fase sélida.
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(Utilizacion de medios tamponados que pueden contener
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Liberacion de los péptidos

(Hidrolisis enzimatica utilizando enzimas o microorganismos
proteoliticos. Fermentacion)

4
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-

Purificacion de hidrolizados

Extraccion en fase solida Cromatografia de exclusion molecular
Se utilizan cartuchos C18 (Se utilizan fases estacionarias de polimeros de dextrano
entrecruzado)
Ultrafiltracién Cromatografia de intercambio iénico
Se utilizan filtros de corte de 1., 3. (Se utilizan fases estacionarias con grupos: SP, CM, DEAE,
5y10kDa QAEyQ
Cromatografia en fase inversa
Isoelectroenfoque (Se utiliza silice modificada con cadenas C4, C8 y C18)
(OFFGEL)

Cromatografia de afinidad

.

Ensayos de bioactividad de fracciones

¥

Identificacion
(Degradacion de Edman, espectrometria de masas en
tdndem, cromatografia de liquidos-espectrometria de
masas, resonancia magnética nuclear)

Figura 1. Esquema de las diferentes etapas seguidas en la obtencién de péptidos bioactivos a partir de subproductos de la
industria agroalimentaria.
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Tabla 1. Bioactividad y etapas utilizadas en la purificacidon de péptidos bioactivos a partir de subproductos de la industria

agroalimentaria incluyendo la secuencia de los péptidos en el caso de que esté disponible.
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La primera etapa de purificacién normalmente conlleva la
utilizacién de técnicas de baja resoluciéon como la ultrafil-
tracion (UF), el isoelectroenfoque OFFGEL, la cromato-
grafia de exclusién molecular (SEC) o la cromatografia de
intercambio i6nico (IEC). Un fraccionamiento mas fino se
obtiene a partir de las fracciones anteriores utilizando téc-
nicas de alta resolucién como la cromatografia en fase
inversa (RPC) (Figura 1).

4.1. Extraccion en fase solida

La extraccion en fase s6lida se utiliza frecuentemente
como un paso previo a la purificacién con fines a limpiar
la muestra, a concentrar los analitos o a reducir la com-
plejidad de la muestra. Es habitual utilizar cartuchos de
extraccion en fase solida con fases C18 (Saito y col.,
1997, Nogata y col., 2009; De Simone y col., 2009).
Pengnuamy col. (2013) utilizaron un cartucho de inter-
cambio catiénico fuerte como ultima etapa en la purifica-
ci6n de péptidos antioxidantes. Los autores obtuvieron
diez fracciones utilizando concentraciones crecientes de
formiato de amonio (pH 3.6) como medio de elucion.

4.2. Ultrafiltracion

La UF es una técnica sencilla y rdpida que no requiere
de un equipamiento sofisticado. Se trata de una técnica de
baja resolucion que se emplea para fraccionar los extrac-
tos peptidicos en funcién del tamafio de los péptidos o
para preconcentrarlos. Para ello, se utilizan membranas o
filtros de corte con tamafios de poro controlado siendo los
mds habituales, dado el tamafio de los péptidos bioacti-
vos, los filtros de 1, 3,5 y 10 kDa. En general, los hidroli-
zados que contienen los péptidos de menor tamafio son
los que presentan mayor bioactividad. Por ejemplo, las
fracciones de < 3 kDa fueron las que mostraron la mayor
capacidad para inhibir la ACE en péptidos obtenidos a
partir de sangre de pollo (Huang y Liu, 2010), de visceras
de aves (Jamdar y col.,2012), de semillas de albaricoque
(Zhuy col.,2010)y de aceituna (Esteve y col.,2015), y de
plumas de pollo (Fontoura y col., 2014). La Figura 2
muestra la capacidad para inhibir la ACE del extracto
completo obtenido con termolisina a partir de la semilla
de la aceituna y de tres fracciones obtenidas por UF (> 5
kDa, 3-5 kDa y < 3 kDa) a partir de este extracto. Como
se observa, los péptidos antihipertensivos quedaban con-
centrados en la fraccion de menos de 3 kDa (Esteve y col.,
2015).

Aunque la UF es una técnica que carece de selectivi-
dad, especialmente para bajos pesos moleculares, es muy
empleada como paso previo a una purificacién mas
exhaustiva (Schratter, 2004). Un problema adicional de
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la UF es la baja recuperacion de los péptidos separados
que frecuentemente quedan retenidos en los filtros.

4.3. Isoelectroenfoque (OFFGEL)

La separacion de los péptidos en funcion de su punto
isoeléctrico (pH para el cual la carga neta de la molécula
es nula) a nivel preparativo ha sido posible gracias a la
introduccién de equipos que permiten recoger las fraccio-
nes separadas. Para ello, se utilizan anfolitos que permi-
ten establecer el gradiente de pH necesario para separar
los péptidos y tiras con pocillos, cada uno con pH diferen-
te, donde quedan separados los péptidos. Al aplicar un
elevado potencial entre los extremos de las tiras, los pép-
tidos cargados junto a los anfolitos migran a través de los
pocillos hasta que alcanzan un pH igual a su punto isoe-
léctrico donde quedan confinados. Aunque, en principio,
estd técnica constituye una alternativa a las anteriores, es
importante resaltar el hecho de que es necesario la utiliza-
cién de anfolitos y, en muchas ocasiones, estos anfolitos
pueden interferir en los ensayos de medida de la actividad
de los péptidos aislados (Esteve y col., 2015). Esta técnica
ha sido empleada en el fraccionamiento de péptidos inhi-
bidores de la ACE y antioxidantes a partir del residuo
obtenido tras la extraccion del aceite de palma (Zarei y
col.,2014).

4.4. Cromatografia de exclusion molecular

La SEC es también una técnica de baja resolucién que
se utiliza habitualmente en la separacién de péptidos en
funcién de su tamafio. SEC utiliza fases estacionarias
constituidas por particulas de un material que contiene
poros con didmetro controlado. Cuando la mezcla de pép-
tidos pasa a través de la fase estacionaria estos son elui-
dos por orden decreciente de tamafio molecular. Como se
observa en la Tabla 1, las fases estacionarias mas emplea-
das en la purificacion de péptidos bioactivos a partir de
residuos de la industria agroalimentaria son las Sephadex
que estan constituidas por un polimero de dextrano
entrecruzado con epiclorohidrina. Entre ellas destaca la
Sephadex G-10 con un limite de permeacién de 0.7 kDa,
la Sephadex G-15, con un limite de permeacién de 1.5
kDa, la Sephanex G-25, utilizada para fraccionar pépti-
dos de entre 1-5 kDa, la Sephadex G-50, para separar
péptidos de entre 8-10 kDa y la Sephadex LH-20, prepa-
rada por hidroxipropilacién de dextranos lo que permite
su utilizacién con disolventes acuosos y disolventes orga-
nicos polares y la separaciéon de compuestos de naturale-
za hidrofilica y lipofilica. Otro relleno polimérico que
también se ha empleado en SEC es el dextrano entrecru-
zado con agarosa como la Superdex Peptide (0.1-7 kDa)
y la Superdex 75HR (3-70 kDa). Esta fase estacionaria
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Figura 2. Comparacion de la capacidad para inhibir la ACE del hidrolizado con termolisina a partir de la semilla de la acei-
tuna y de tres fracciones obtenidas por UF (> 5 kDa, 3-5 kDa y < 3 kDa) a partir de este extracto. Reproducida de Esteve y

col, 2015, con autorizacion.

permite la obtencién de separaciones en SEC con una
resolucién mds alta de lo habitual con este tipo de relle-
nos. Las fases Sephacryl consisten en dextrano entrecru-
zado con bisacrilamida y son similares a las Superdex
pero con un mayor intervalo de tamafios. Aunque menos
habituales, también se han utilizado rellenos de agarosa
(Superosa) y de polivinil alcohol (Asahipak GS 320).
Ademas de los rellenos poliméricos también se han utili-
zado fases estacionarias de silice como las columnas
Zorbax GF-250 (4-400 kDa) y TSK G2000SW (5-15
kDa). Dado que la silice muestra una menor estabilidad a
pH extremos y con fines también a evitar posibles inter-
acciones idnicas con la fase estacionaria, la superficie de
la silice ha sido modificada con grupos diol y estabilizada
con metales como el circonio lo que ha permitido la utili-
zacion de estas fases hasta un pH de 8.5. La elucién se
realiza isocraticamente utilizando fases méviles acuosas
que pueden contener sales a pH entre 6.0-8.0 aunque tam-
bién se han empleado condiciones més agresivas como en
el caso del aislamiento de péptidos inhibidores de la ACE
a partir de la semilla de albaricoque (Zhu y col., 2010).
Asimismo, también es posible la utilizacion de pequefias
proporciones de disolventes organicos como en el caso
del aislamiento de péptidos inhibidores de la ACE a partir
de la piel de cerdo donde se utilizé una fase movil que
contenia un 30% de metanol (Ichimura y col., 2009).
Ademas de ser una técnica sencilla, la SEC también es

compatible con las condiciones utilizadas en la obtencion
de los hidrolizados.

La deteccién tanto en cromatografia de exclusiéon
como en el resto de modos cromatogréficos se ha realiza-
do preferentemente utilizando detecciéon UV a bajas lon-
gitudes de onda (~ 220 nm) o bien a longitudes de onda
caracteristicas de la F (254 nm) o del Wy la'Y (280 nm).

4.5. Cromatografia de intercambio iénico

LaIEC es utilizada frecuentemente después de la SEC
y/o UF. La separacion tiene lugar mediante la interaccion
de los péptidos con la fase estacionaria constituida por
grupos cargados positiva (cromatografia de intercambio
catiénico, CEC) o negativamente (cromatografia de inter-
cambio anidnico, AEC) inmovilizados en una matriz.
Con fines a evitar la interaccidn de las moléculas con la
matriz de la fase estacionaria, se han utilizado resinas
hidrofilicas como las de base celulésica empleadas en el
aislamiento de un péptido antifingico a partir de piel de
granada (Guo y col., 2009). Otras matrices hidrofilicas
desarrolladas posteriormente fueron las de agarosa
(Sepharose), las de dextrano (Sephadex) y las poliméri-
cas como las Toyopearl. Como se muestra en la Figura 1,
los grupos cargados mds empleados son los sulfopropilos
(SP) para intercambio catidnico fuerte, los carboximeti-



los (CM) para intercambio catiénico débil, el amonio
cuaternario de dietilaminoetilo (DEAE) para intercambio
aniénico débil y los dietil-(2-hidroxipropil)aminoetilos
(QAE) y trimetilaminometilos (Q) para intercambio anié-
nico fuerte (Kim y Kuga, 2002). En este tipo de cromato-
grafia es importante tener controlado el pH ya que la
carga de los péptidos se verd afectada. Para ello, es fre-
cuente el empleo de tampones fosfato, Tris-HCl o acetato
de amonio. La forma mas habitual de elucion es utilizan-
do gradientes de fuerza iénica creciente haciendo uso de
sales como el NaCl.

Como este modo cromatografico permite la separa-
cién de compuestos en funcién de su carga, se ha utiliza-
do en la bisqueda de péptidos con capacidad antibacte-
riana y antifungica (Froidevauxy col.,2001; Guo y col.,
2009), ya que el mecanismo de accién de estos péptidos
se fundamenta en interacciones electrostdticas con la
superficie de las células patdgenas.

4.6. Cromatografia en fase inversa

Debido a que normalmente los péptidos con capaci-
dad antioxidante y antihipertensiva contienen residuos
aminoacidicos hidrofébicos, el empleo de la RPC es muy
habitual en la separacion de estos péptidos. Al ser un
modo cromatografico de alta resolucion es frecuente su
utilizacién como tultimo paso en la purificacién de los
péptidos bioactivos.

La mayor parte de las fases estacionarias empleadas
son de silice modificada con cadenas alquilicas C18, C8 y
C4. Los rellenos C18 se utilizan para separar péptidos
poco hidrofébicos y son muy apropiadas para péptidos de
pequefio tamafio, mientras que los péptidos mas hidrofé-
bicos y largos se separan mejor con fases ligadas C4
(Puchalska y col., 2015). Adicionalmente, también se han
empleado otras fases ligadas como la feniletil, utilizada
en la separacion de péptidos inhibidores de la ACE a par-
tir de huesos de pollo (Nakade y col., 2008). En algunas
ocasiones, como se puede ver en la Tabla 1, se utilizan
diferentes columnas de cromatografia en fase inversa con
diferentes dimensiones o selectividad para conseguir el
aislamiento de un nidmero limitado de los péptidos bioac-
tivos (Saito y col., 1997; Nakade y col., 2008, Nogata y
col.,2009; Megias y col.,2009; Lee y col.,2012).

La elucidn de los péptidos se realiza mediante la utili-
zacién de gradientes con una fase mdvil acuosa como
fase movil A y un disolvente organico polar como fase
movil B. El acetonitrilo (ACN) es el modificador organi-
co mas empleado aunque también son muy utilizados
disolventes como el metanol, etanol e isopropanol. Es
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habitual la adicién a la fase mévil de un reactivo forma-
dor de pares idnicos para potenciar la interaccion de los
péptidos con la fase estacionaria apolar. El acido trifluo-
roacético (TFA) es el reactivo formador de pares iénicos
mas empleado por ser el que mejores separaciones pro-
porciona, por ser miscible con las fases organicas y trans-
parente a la radiacién UV, y por ser un compuesto muy
volatil lo que facilita su eliminacién por liofilizacién.
Otros agentes formadores de pares i6nicos utilizados son
el 4cido acético, el dcido fosférico y el dcido heptafluoro-
butirico. También se han utilizado sales de acetato de
amonio y carbonato de amonio. En ocasiones, la misma
columna de RPC se utiliza para realizar una primera sepa-
racién con unas determinadas condiciones de gradiente y
fase movil seguida de una segunda separacién con la
misma columna pero con un gradiente o fases méviles
distintas lo que permite separar una fraccion de los pépti-
dos iniciales (Kim y col.,2001a; Yu 'y col., 2006, Nakade
ycol., 2008).

4.7. Cromatografia de afinidad

La cromatografia de afinidad fue empleada por Guoy
col. (2009) para el aislamiento de un péptido antifingico
apartir de la piel de la granada. A pesar de ello, no es una
técnica habitualmente incluida en el proceso de fraccio-
namiento de péptidos bioactivos.

Como ejemplo, la Figura 3 muestra el fraccionamien-
to de péptidos antioxidantes a partir de cuerno de bufalo
(Liuy col.,2010). SEC permiti6 obtener cuatro fraccio-
nes (1, 2, 3 y 4) observando la mayor actividad antioxi-
dante en la fraccion 3. La fraccion 3 fue posteriormente
separada en tres fracciones (I, I y IIT) utilizando AEC y
observando la mayor actividad antioxidante para las frac-
ciones Il y III que finalmente se separaron por RPC. La
RPC permitié la purificacién de dos péptidos en la frac-
cién IT'y un péptido en la fraccién I1I que posteriormente
fueron identificados.

5. TECNICAS ANALITICAS EMPLEADAS PARA
LA IDENTIFICACION DE LOS PEPTIDOS
BIOACTIVOS PROCEDENTES DE SUBPRO-
DUCTOS DE LA INDUSTRIA AGROALIMEN-
TARIA

Tras el fraccionamiento de los péptidos y el estudio de
las actividades in vitro de éstos, la siguiente etapa suele
ser la identificacion de los péptidos que han mostrado las
mayores actividades. La electroforesis en gel de poliacri-
lamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) se ha
utilizado para estimar la masa molecular de los péptidos




ARTGICUIIE

Revalorizacion y aprovechamiento de subproductos de la

industria agroalimentaria: obtencién de péptidos bioactivos

>

Absorbancia a 254 nm

0 v v r
0 s 10 15

Tiempo de elucion (h)

0o

Absorbancia a 254 nm

NaCl (M)

Tiempo de elucion (h)

60%
= I WBH-2
C < oo
g WBH-1
=
=
Q006 §
m —
o 5
P e
g o0
S |
Y
Q
w
e
< 0.00 {4 2%
5 WBH.-3 60%
015
=
b=
=
Z
S 010 3
(] oy
=
- =)
‘o 0,08
=
[+
o=
} =
2 000
el
= 2%
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00

Tiempo de retencion (min)

Figura 3. Purificacion de tres péptidos con actividad antioxidante a partir de un hidrolizado de cuerno de bufalo utilizando
cromatografia de exclusiéon molecular (A) seguida de cromatografia de intercambio aniénico (B) y cromatografia en fase

inversa (C). Reproducida de Liu y col., 2010, con autorizacion.

obtenidos e incluso para monitorizar la hidrélisis de las
proteinas de partida. Por otra parte, la degradacién
secuencial de Edman es una técnica robusta que se ha uti-
lizado para la identificacién de la secuencia de los pépti-
dos aunque hoy en dia estd en desuso. En esta técnica, el
residuo N-terminal del péptido se marca con fenilisotio-
cianato (en medio bdsico), se separa del péptido por

hidrélisis (en medio 4cido) y se detecta. Este proceso se
repite con todos los aminodcidos que constituyen el pép-
tido por lo que es un método tedioso y largo. Ademas, no
es posible la secuenciaciéon de péptidos cuyo residuo
N-terminal se encuentre bloqueado (por ejemplo por un
grupo amino acetilado, formilado, etc). Ademads, el rendi-
miento de la técnica no es del 100 % y, por tanto, cuando



se llevan a cabo muchos ciclos (mas de 50 aminoacidos
analizados) se incrementa la probabilidad de errores
(Nehete y col., 2013). La degradacién de Edman se puede
llevar a cabo manualmente o mediante secuenciadores
automadticos de proteinas y/o péptidos (Nakade y col.,
2008, Saigay col., 2008, Ichimuray col., 2009). Esta téc-
nica se ha empleado en la identificacién de péptidos
antioxidantes e inhibidores de la ACE obtenidos de la piel
de vaca (Kimy col.,2001a y b), de péptidos inhibidores
de la ACE procedentes de subproductos del huevo
(Pokoray col., 2014), de péptidos con propiedades anti-
fungicas obtenidos a partir de semillas de chile y de piel
de granada (Diz y col., 2006; Ribeiro y col.,2007; Guo 'y
col.,2009) y de péptidos inhibidores de la ACE proceden-
tes del residuo que queda tras la extraccion del aceite de
girasol (Megias y col., 2009).

Hoy en dia, es habitual utilizar la espectrometria de
masas (MS) en el modo de ionizacién positivo para reali-
zar la secuenciacién de péptidos. Aunque se ha utilizado
la ionizacion mediante el bombardeo con dtomos rapidos
(FAB) (Piot y col., 1992) y la desorcién/ionizacién con
laser asistida por matriz (MALDI), la ionizacién por elec-
trospray (ESI) ha sido el modo de ionizacién mds usual
dadala posibilidad de acoplamiento a técnicas de separa-
cién como RPC y la cromatografia de interaccion hidrofi-
lica (HILIC). En el caso de la utilizacién de RPC, es
importante tener en cuenta que el TFA es un reactivo no
adecuado cuando se realiza deteccién por espectrometria
de masas por ser un importante supresor de la sefial y for-
mar fuertes pares idnicos con los péptidos que son difici-
les de romper en las condiciones en las que tiene lugar la
ionizacién (Garcia, 2005). HILIC se utiliza para separar
compuestos de naturaleza hidrofilica no solubles en
medios apolares como los empleados en cromatografia
en fase normal. Es un modo muy adecuado para la separa-
cién de péptidos de pequeio tamafio o muy hidrofilicos
que dificilmente se retienen en las columnas de fase
inversa. La elucion se realiza con gradientes en los que la
fase movil A es acetonitrilo o metanol y la fase moévil B es
agua. Es también habitual la adicién de una sal (acetato o
formiato de amonio) con fines a mejorar la separacion.
Estas fases méviles son completamente compatibles con
la deteccién por MS con lo que HILIC se ha convertido
en un modo complementario a la RPC en la identificacién
de péptidos bioactivos. Gonzdlez-Garciay col. (2015) y
Visquez-Villanueva y col. (2015a y b) utilizaron tanto
RPC como HILIC acoplada a MS/MS con fines a obtener
una identificacion completa de los péptidos bioactivos
encontrados en extractos peptidicos procedentes de hue-
sos de ciruela y melocotén. La Figura 4 muestra la sepa-
racion de un mismo extracto peptidico por RPC e HILIC
y la identificacién por MS en tandem de un péptido. El
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cromatograma total de iones obtenido por RPC mostraba
un nimero de sefiales mayor que el que se observaba en el
cromatograma obtenido con HILIC. No obstante, la utili-
zacion de HILIC permiti6 la deteccién de algunos picos
que no se podian observar cuando la separacion se reali-
zaba por RPC (Vdsquez Villanueva y col., 2015a). Este
hecho se ilustra en la Figura 5 que muestra un diagrama
de Venn que compara los péptidos identificados por RPC-
e HILIC-ESI-QTOF MS del hidrolizado de la semilla de
melocot6n obtenido con la enzima termolisina, que mos-
traba la mayor capacidad antioxidante (Vdsquez-
Villanueva y col.,2015a). Los péptidos identificados pre-
sentaban una gran cantidad de residuos de aminodcidos
hidrofébicos y aromaticos, muy comunes entre péptidos
con capacidad antioxidante.

En relacion a los analizadores de masas, se han utili-
zado tanto el cuadrupolo (Q) como la trampa de iones
(IT), el tiempo de vuelo (TOF) y sistemas hibridos como
el Q-TOF, el TOF-TOF y el QqQ. Algunos autores han
realizado una identificacion tentativa de péptidos bioacti-
vos a partir del valor de la masa detectada utilizando un
solo analizador de masas. Sin embargo, la espectrometria
de masas en tdndem utilizando sistemas hibridos es la
estrategia mds habitual para la identificacion de péptidos.
El péptido precursor, seleccionado en el primer analiza-
dor, es fragmentado en una celda de colisién y sus frag-
mentos detectados en funcién de su relacién m/z en un
segundo analizador de masas. Aunque existen diferentes
mecanismos de fragmentacion, la disociacidén/activacion
inducida por colisiones (CID) es el mas popular. La frag-
mentacion del péptido puede ocurrir en tres posiciones
diferentes generando dos tipos de fragmentos segun si la
carga ha quedado en la posiciéon N-terminal (iones a,, b,,
¢,) o C-terminal (iones X, y,, z,) del péptido. En el caso
de CID, son iones tipo b, y tipo y, los que mayoritaria-
mente se generan (Hughes y col., 2010). Los espectros de
MS/MS se interpretan a partir del andlisis de los patrones
de fragmentacién. Dado que la interpretaciéon manual es
tediosa y lenta, se han desarrollado bases de datos con los
proteomas identificados que facilitan en gran medida la
secuenciacion. Para ello, se emplean motores de buisque-
da como MASCOT, PEAKS, mMass o SEQUEST.
Cuando las bases de datos no contienen la secuencia de
las proteinas de interés, la secuencia de los péptidos ha de
ser obtenida mediante secuenciacién De novo.

La espectrometria de masas, por lo general, no permi-
te diferenciar entre aminodcidos isobdricos como K y
Glutamina (Q) que presentan masas muy similaresy L e
isoleucina (I) que presentan masas idénticas, aunque Liu
y col. (2010) destacan que los andlisis de masa exacta
obtenidos con MALDI-TOF-TOF MS permitieron
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Figura 4. Cromatogramas de iones totales obtenidos por HPLC-ESI-Q-TOF MS en los modos RPC (imagen superior) e
HILIC (imagen inferior) para la fraccidon de < 3 kDa, procedente de la semilla contenida en el hueso de melocotén, que
mostré mayor capacidad para inhibir la ACE. Se incluyen en ambos casos, a modo de ejemplo, los espectros de fragmenta-
cién correspondientes a los péptidos LYSPH y HLLP.
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Figura 5. Diagrama de Venn para los péptidos identificados por HPLC-ESI-Q-TOF en los modos de RPC e HILIC del
hidrolizado completo procedente de la semilla de melocotén y obtenido con la enzima termolisina, que mostré la mayor
capacidad antioxidante (datos tomados de Vdsquez-Villanueva y col.,2015b).

distinguir entre K y Q y ademds mediante el uso de CID
fue posible también distinguir entre L e I, para péptidos
contenidos en el cuerno de biifalo.

Otra técnica, aunque menos utilizada, para la determi-
nacion de la estructura molecular del péptido es la reso-
nancia magnética nuclear (NMR). Esta técnica se ha
empleado en el andlisis de péptidos antioxidantes proce-
dentes de residuos de pifiéon (Phengnuamy col.,2013)y
antibacterianos del residuo de la extraccién del aceite de
palma (Tany col.,2013), aunque hay que sefialar que ha
sido utilizada como técnica adicional a la MS y nunca
para sustituirla.

6. CONCLUSIONES

Una estrategia de creciente interés con fines a revalo-
rizar residuos procedentes de la industria agroalimentaria
es la obtencién de sustancias con alto valor afiadido como
los péptidos bioactivos. Se han desarrollado metodologi-
as analiticas que han permitido la obtencién preferente de

péptidos antihipertensivos (inhibidores de la enzima con-
vertidora de la angiotensina), péptidos antioxidantes y
péptidos antibacterianos a partir de subproductos del pro-
cesado de la carne de vaca, de cerdo y de aves de corral, a
partir de subproductos del procesado del huevo, a partir
de subproductos del procesado de productos lacteos, de la
extraccion de aceites vegetales, huesos y pieles de fruta,
etc. El aislamiento de péptidos bioactivos requiere la
extraccion inicial de las proteinas de las que proceden, la
liberacion de los péptidos, generalmente mediante hidré-
lisis enzimdtica, y su purificacién. Dada la complejidad
de los hidrolizados obtenidos, es necesaria la utilizacion
de mds de una etapa de purificacién empleando tanto téc-
nicas de baja resolucién como la ultrafiltracion, la croma-
tografia de exclusion molecular o la cromatografia de
intercambio i6nico, como técnicas de alta resolucion
como la cromatografia en fase inversa. Tras el aislamien-
toy estudio de la bioactividad de los péptidos es habitual
su identificacion mediante espectrometria de masas en
tdndem o técnicas de separacion acopladas a espectrome-
tria de masas. Los trabajos realizados demuestran que los
residuos de la industria agroalimentaria constituyen una
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fuente importante de péptidos bioactivos de interés tanto
en la industria farmacéutica o cosmética como en la pro-
pia industria agroalimentaria en la cual se pueden utilizar
con el fin de obtener alimentos con alto valor afiadido por
sus propiedades beneficiosas para la salud que se suman a
las propiedades nutritivas inherentes a los alimentos. A
estas ventajas hay que afadir la reduccion del coste eco-
némico y medioambiental asociado a la eliminacion de
los residuos no reutilizados.
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- Dr. Facundo M Fernandez
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Premios

XI Edicién de los Premios José Antonio Garcia
Dominguez patrocinados por BRUKER. Los premios
tienen por objeto reconocer el mérito cientifico de las
comunicaciones sobre Cromatografia y sus Técnicas
Afines, tanto orales como poster, presentadas por jove-
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cidos por la Sociedad (http://www.secyta seem2015.com/
becas-secyta/). Aquellos jovenes investigadores que
soliciten beca deberan realizar el pago de la inscrip-
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la secretaria de la SECyTA: secretaria.secyta@gmail.com

Para mas informacion, contactar con la secretaria de la
SECyTA.

Fechas clave
1 de abril de 2015

Apertura envio de comunicaciones e inscripcién on-
line

12 de julio de 2015

Fecha limite envio de comunicaciones (Fecha limite
envio de comunicaciones extendida hasta el 12 de
julio de 2015)

31 de julio de 2015

Comunicacion aceptacion presentacion (oral/poster
flash/pdster)

Fecha limite inscripcidn con cuota reducida
Fecha limite solicitud becas para estudiantes
18 de septiembre de 2015

Envio de comunicaciones de tltima hora que pueden
ser incluidas como péster en el Programa Final

27 de octubre de 2015

SECyTA-SEEM2015 en Castell6n de la Plana
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1774

Avila Munoz, Ménica

Calle Alfonso VIII, 7, bloque 6, 4°C

28806 ALCALA DE HENARES (MADRID)

1775

Pacheco Fernandez, M? Idaira

Camino Guanche - La Florida, 25

38331 LAOROTAVA (SANTA CRUZ DE TENERIFE)

1776

Escobar Arnanz, Juan

Departamento de Andlisis Instrumental y Quimica
Ambiental

I1QOG, CSIC

Juan de la Cierva, 3

28006 MADRID

1777

Lorenzo Martinez, Maria
C/LaReina, 88

03160 ALMORADI (ALICANTE)

1778

Carmona Martinez, Eric
Carrer Lluis Vives, 8 - 18
46960 ALDAIA (VALENCIA)

1779
Gil Solsona, Rubén

Novelda, 8, 1°

12006 CASTELLON DE LA PLANA

1781

Garlito Molina, Borja

Madre Vedruna, 22, 3°C

12005 CASTELLON DE LA PLANA

1782

Pitarch Motellén, Jorge

Av. Hermanos Bou, 23, 7° 13

12003 CASTELLON DE LA PLANA

Queridos lectores,

Os seguimos animando a que participéis en la seccion
de “Curiosidades Analiticas”, envidndonos algunos
problemas que se os hayan presentado en vuestro
trabajo del dia a dia.

Os recordamos que el objetivo principal es que todos
veamos los problemas que pueden surgir con la
Cromatografiay que no nos sorprendamos de si nos
ocurre algo similar.

El Comité Editorial
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IN MEMORIAM: PROF. CLAIRE VIDAL-MADJAR

En enero de este ano fallecié en Paris la Profesora

Claire VIDAL-MADJAR (EI Cairo, 1941). Los que tuvi-
mos la suerte de colaborar con ella sentimos que, ademds
de perder a una cientifica extraordinaria, hemos perdido
una gran amiga. Claire VIDAL MADJAR es un de las
grandes figuras de la cromatografia y sus trabajos sobre la
teoria y los aspectos fundamentales de la adsorcion y
absorcion en cromatografia de gas-sélido y de gas-liqui-
do, asf como la modelizacién del comportamiento croma-
tografico, nos han ayudado a comprender la influencia de
los diferentes parametros que intervienen en la separa-
cion cromatografica de los compuestos quimicos.

Empezé su carrera cientifica en la Ecole
Polytechnique de Paris (1961), bajo la direccién del Prof.
G. Guiochon, llevando a cabo estudios pioneros en cro-
matografia gas-solido sobre la interaccidon de gases y
vapores sobre negro de carbdn grafitizado y sobre com-
puestos orgénicos cristalinos (diferentes tipos de ftalocia-
ninas) adsorbidos sobre este material. Su interés en las
posibilidades de la cromatografia para los estudios fisico-
quimicos de interaccién molecular, le llevé a hacer una
estancia con el Profesor A.V. Kiselev (Moscu, Academia
de Ciencias de la USSR). Una buena parte de su investi-
gacion cientifica en los aflos que siguieron (1965-1980)
estuvo dedicada a poner de manifiesto el potencial de la
cromatografia gas-sélido como herramienta de precision
para medir, en condiciones de bajo recubrimiento super-
ficial, pardmetros termodindmicos de adsorcion de gases
y compuestos organicos sobre adsorbentes. Estos traba-
jos continuaron con otros dedicados a la determinacion
de isotermas y cinéticas de adsorcién-desorcién de com-
puestos organicos sobre fases estacionarias, utilizando
mecdnica estadistica y modelos de la forma de los picos
cromatograficos.

Desde el afio 1986 hasta su jubilacién en 2006, conti-
nuo su investigacion en el Laboratorio de Investigacion
sobre Polimeros (LRP; CNRS, Thiais) bajo la supervi-
sion del profesor Bernard Sébille.

Durante este tltimo periodo, continué con los estu-
dios de modelizacidn de las cinéticas e isotermas de sor-
cién sobre el desarrollo de fases estacionarias para HPLC
(fases macromoleculares de fase inversa con la superficie
modificada con polimeros bioldgicos y las sintetizadas a
partir de la fijacién de los hexanoferrocianatos a soportes
de silice/polimero); en la separaciéon de proteinas por
electroforesis capilar (EC) y en los tltimos afios amplié
el campo de sus investigaciones al conocimiento en la
composicion de la materia organica de los aerosoles de la
atmosfera de Titdn, el mayor satélite de Saturno, y a la
separacion de compuestos halogenados responsables del
agujero de la capa de ozono en la Tierra, de los que algu-
nos resultados han sido publicados en revistas tan presti-
giosas como Nature.

Siempre tuvo gran nimero de colaboraciones con
otros grupos de investigacion nacionales y extranjeros.
Pero sin duda las colaboraciones con el grupo espaiiol del
Departamento de Anadlisis Instrumental y Quimica
Ambiental (AIQA) del IQOG (CSIC) fueron las mds pro-
longadas. Sus colaboraciones con este grupo espaiol
comenzaron en el afio 1985 cuando la Dra. Maria José
Gonzalez realiz6 una estancia postdoctoral de dos afios
en la Ecole Polytechnique (Palaiseau) bajo su direccién.
A partir de 1986, las colaboraciones se establecieron bajo
el marco de proyectos de cooperacion CSIC y CNRS, que
se prolongaron hasta su jubilacién en el afio 2006.
Durante este periodo colabor6 con varios investigadores
del departamento AIQA, los Drs. Maria José Gonzilez,
José Carlos Diez Masa, Mercedes de Frutos y Begofia
Jiménez, todos ellos muy relacionados con la SECyTA.

La Dra. Vidal-Madjar era una persona admirable, con
una mente privilegiada. Hablar con ella sobre ciencia era
sumamente enriquecedor por sus continuas ideas brillan-
tes, pero sobre todo por su cardcter y su forma de ser. Por
su humildad y su buen hacer, pasé por la vida sin casi
hacerse notar. Pero los que la hemos conocido a fondo
sabemos que ha sido una cientifica de excelencia. En sus
estancias anuales en Espaiia a lo largo de casi dos déca-
das, la hemos visto disfrutar tanto de las investigaciones
que realizdbamos como de nuestra cultura en sus diferen-
tes manifestaciones a las que asistiamos al caer la tarde
(exposiciones, teatro, conciertos,...).

Gracias Claire, por todos los momentos que nos has
dado y hemos compartido contigo. Nos unimos al dolor
de su familia y a la gran cantidad de amigos de la
SECyTA que cosech6 durante su vida. Descanse en paz.

José Carlos Diez Masa y Maria José Gonzalez




Cromatografia y Técnicas Afines

CALENDARIO DE ACTIVIDADES

. HPLC 2015: 42" International Symposium on
High Performance Liquid Phase Separations
and Related Techniques

21-25 Juniode 2015

Ginebra (Suiza)

Symposium Chair: Prof. Gérard Hopfgartner
Congress Secretariat: Symporg SA

Rue Rousseau 30

CH-1201 Geneve / Switzerland
hplc2015@symporg.ch
http://www.hplc2015-geneva.org/

. CNIC 2015: 16™ International Congress of the
National Center for Scientific Research

22 - 26 Junio de 2015

La Habana (Cuba)

Presidenta Comité Organizador:
Blanca Rosa Hung Llamos
congreso2015@cnic.edu.cu
http://www.congresocnic2015.sld.cu/

. RDPA 2015: Recent Developments in Pharma-
ceutical Analysis

28 Junio - 1 Julio de 2015

Perugia (Italia)

Chair: Benedetto Natalini
rdpa2015@chimfarm.unipg.it
http://rdpa2015.chimfarm.unipg.it/

. Metabolomics 2015: 11" Official Annual Meeting
of the International Metabolomics Society

29 Junio - 2 Julio de 2015.

San Francisco, California (EE.UU.)
http://www.metabolomics2015.org

. 21 ISSS: 21¢ International Symposium on
Separation Sciences

30 Junio - 3 Julio de 2015

Liubliana (Eslovenia)

Secretaria:

National Institute of Chemistry,
Laboratory for Food Chemistry
info@isss2015.si
http://www.isss2015.si

6. I13S2015: 4" International Symposium on Sensor

Science
13 -15Juliode 2015
Basilea, Suiza

http://sciforum.net/conference/[352015/

. PREP 2015: 28™ International Symposium on

Preparative and Process Chromatography
26 -29 Julio de 2015
Filadelfia, Pensilvania (EE.UU.)

Chair: Giorgio Carta

Honorary Chair: Georges Guiochon

Ms. Janet Cunningham (PREP Symposium/
Exhibit Manager)
www.LinkedIn.com/in/BarrEnterprises
janet@barrconferences.com
http://www.prepsymposium.org/

. ITP 2015: 22" International Symposium

on Electro- and Liquid Phase-Separation
Techniques. 8" Nordic Separation Science
(NoSSS) symposium

30 Agosto - 3 Septiembre de 2015

Helsinki (Finlandia)

Chair and co-chair: Prof. Marja-Liisa Riekkola and
Prof. Heli Sirén
http://www.helsinki.fi/itp2015/

. Analytica 2015: 6™ International Conference

and Exhibition on Analytical and Bioanalytical
Techniques

1 - 3 Septiembre de 2015

Valencia (Espafia)

Organizado por OMICS Group.

Secretarfa:

analytica@conferenceseries.net
http://analytical-bioanalytical.pharmaceutical
conferences.com/ index.php
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Alphagaz CO2 SFC,
la oferta de

Air Liquide para
cromatografia de
fluidos supercriticos.

Air Liquide le ofrece a la industria
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10.

11.

12.

XVIII EUROANALYSIS: 18"
Conference on Analytical Chemistry
6 - 10 Septiembre 2015. Burdeos (Francia)

European

Conference Co-chairs: Philippe Garrigues y Christian
Rolando
http://www.euroanalysis2015.com

IMA 2015: 9™ International Conference on
Instrumental Methods of Analysis-Modern
Trends and Applications

20 - 24 Septiembre de 2015

Kalamata (Grecia)

Chairpersons:

Profs. John Kapolos y

Maria Ochsenkiihn-Petropoulou
ima2015@teikal.gr
http://www.ima2015.teikal.gr

EUROFOODCHEM XVIII
13 - 16 Octubre de 2015
Madrid (Espaiia)

Conference chair: Juana Frias
http://eurofoodchemxviiimadrid2015.com/index.asp

13. SECyTA 2015: XV Reunion Cientifica de la

SECyTAy VII Reunion Nacional de la SEEM
27-30 Octubre 2015. Castellon (Espafia).

Co-chairmen:

Juan Vicente Sancho y Joaquin Beltrdn Arandes
Universitat Jaume I de Castelld.
http://www.secytaseem2015.com/

14.RAFA 2015: 7" Recent Advances in Food

Analysis
3 -6 Noviembre de 2015
Praga (Republica Checa)

Prof. Dr. Jana Hajslova (chair) and Prof. Dr. Michel
Nielen (co-chair)
http://www.rafa2015.eu/

15. 31" Montreux Symposium on LC-MS

4 - 6 Noviembre de 2015
Berlin (Alemania)

Conference Chair:

Prof. Dr. Michael W. Linscheid
Humboldt-Universitét zu Berlin
Department of Chemistry

Laboratory of Analytical Chemistry
email: analytik@chemie.hu-berlin.de
http://www.lcms-montreux2015.de/




NFORMACION BIBLIOGRAFICA

ARTICULOS DE INTERES

ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM
CON ANALIZADORES MINIATURIZADOS Y
PORTATILES

La espectrometria de masas en tindem (MS") supone
la seleccién de un ion precursor, su fragmentacion y el
andlisis de los iones producto de la fragmentacién. De
esta manera se mejoran la selectividad y la sensibilidad
en comparacion con analizadores de masas mds senci-
llos. Esto es asi porque los mecanismos de fragmenta-
cioén son caracteristicos de una molécula o una clase de
moléculas especifica y porque en los procesos de selec-
cion de iones se descartan componentes de la matriz de la
muestra que, de otra manera, contribuirian al aumento
del ruido quimico.

Existen dos modos de trabajo en espectrometria de
masas en tindem. En el trabajo con “masas en el espa-
cio”, como el que se realiza en los triples cuadrupolos, la
seleccion del ion precursor, su fragmentacion y el andli-
sis de los iones producto se lleva a cabo en subsistemas
separados. Trabajando con “masas en el tiempo” el
mismo proceso se lleva a cabo como una secuencia den-
tro de una tnica trampa de iones.

Los espectrometros de masas en tindem modernos
son capaces de alcanzar limites de deteccion muy bajos,
pero son equipos muy voluminosos, caros y consumen
mucha energia. Sin embargo, existen muchas aplicacio-
nes importantes que no requieren tanta sensibilidad
como la proporcionada por los espectrémetros modernos
y que pueden potencialmente llevarse a cabo con anali-
zadores mds pequefios y portatiles. Algunas de estas apli-
caciones son el diagnéstico de determinadas enfermeda-
des, la monitorizacién medioambiental, la seguridad ali-
mentaria, la deteccion de pesticidas, la deteccion de dro-
gas o aplicaciones relacionadas con la seguridad cuida-
dana.

A continuacién se reseflan tres trabajos recientes con
analizadores de masas en tindem miniaturizados y porta-
tiles. En dos de ellos se emplean trampas de iones minia-
turizadas y en el tercero se describe el primer estudio
publicado hasta la fecha sobre un triple cuadrupolo
miniaturizado.

“Mini 12, miniature mass spectrometer for clinical
and other applications - Introduction and characteri-
zation”

Linfan Li, Tsung-Chi Chen, Yue Ren, Paul I. Hendricks,
R. Graham Cooks, Zheng Ouyang.

Analytical Chemistry 2014, 86,2909-2916.

En este trabajo se presenta un analizador de masas
miniaturizado de sobremesa, llamado por sus autores
“Mini 12”. El equipo cuenta con una trampa de iones
lineal y una interfaz de ionizacion a presion atmosférica
discontinua (DAPI, por sus siglas en inglés). Es un proto-
tipo de espectrémetro de masas para andlisis dirigido y
para ejecutar aplicaciones “point-of-care”, que son aqué-
llas que se llevan a cabo cerca o en el mismo lugar donde
se desarrolla el interés cientifico de la aplicacién, como
pudiera ser un paciente en su domicilio. Los principales
objetivos de este trabajo eran construir un equipo capaz
de realizar andlisis directo de muestras sin pretratamien-
to de las mismas y que pudiera ser utilizado por personal
sin experiencia.

El “Mini 12” pesa 25 kg y mide 50 x 56 x 42 cm.
Consume menos de 100 W de energia y puede trabajar
conectado a la red eléctrica o alimentado por baterias.
Tiene una pantalla tactil mediante la cual el usuario final
puede manejar el equipo a través de una interfaz simplifi-
caday de facil manejo. Con el fin de minimizar la necesi-
dad de intervencién humana, los autores han desarrolla-
do un sistema de andlisis y procesamiento de datos auto-
matico. Cuando el cartucho de muestra se inserta en el
equipo, este lee el codigo de barras que lleva informa-
cidn sobre el tipo de muestra, los compuestos diana, el
método de escaneo de masas y la recta de calibrado
almacenada en la base de datos, para la cuantificacién en
base a la relacion analito/patrén interno. A la vez, el c6di-
go de barras se usa para buscar las instrucciones para el
andlisis de los compuestos diana. Por dltimo se genera un
informe automdticamente sin que el usuario tenga que
interpretar el espectro de masas.

El equipo puede trabajar en cuatro modos de ioniza-
cién: ionizacién por nano-electrospray, ionizacién qui-
mica a presion atmosférica, ionizacién por spray en
papel e ionizacién por spray en papel de extraccion.
Entre ellas, la ionizacidn por spray en papel tiene una
importante aplicacion en andlisis “point-of-care” por los
propios usuarios en sus domicilios. Para el andlisis de
sangre, por ejemplo, primero se toma la muestra de san-
gre en un capilar y se transfiere a un papel acabado en
punta que se coloca dentro de un cartucho impreso por
impresion 3D. Una vez colocado dicho cartucho dentro
del equipo, el papel se seca y posteriormente se impregna
por spray con un disolvente (metanol). Finalmente, al
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aplicar un voltaje de 4,3 kV sobre el sustrato de papel se
produce la ionizacion y el spray en la punta del papel.

Los autores llevaron a cabo experimentos de masas
en tandem hasta MS°, alcanzando limites de deteccion de
7.5 ng mL" para determinados farmacos en sangre.
Asimismo, se demostro el potencial del equipo para el
andlisis de muestras de sangre, muestras medioambien-
tales o alimentos sin tratar, como es el caso del analisis
directo de piel de naranja en busca de fungicidas con el
método de ionizacidn por spray en papel, utilizando la
propia piel de la fruta como sustrato para la ionizacién.

‘“Autonomous in situ analysis and real-time chemical
detection using a backpack miniature mass spectro-
meter: concept, instrumentation development, and
performance”

Paul I. Hendricks, Jon K. Dalgleish, Jacob T. Shelley,
Matthew A. Kirleis, Matthew T. McNicholas, Linfan Li,
Tsung-Chi Chen, Chien-Hsun Chen, Jason S. Duncan,
Frank Boudreau, Robert J. Noll, John P. Denton,
Timothy A. Roach, Zheng Ouyang, R. Graham Cooks.
Analytical Chemistry 2014, 86, 2900-2908.

Con el fin de realizar anélisis quimicos in situ, los
autores de este trabajo construyeron un espectrémetro de
masas portatil con forma de mochila conectada a una pis-
tola de andlisis. El objetivo del disefio de este equipo es
que el analista pueda acercarse a la zona de interés y con
la pistola realizar el muestreo en la superficie y la ioniza-
cion de los analitos.

El equipo pesa un total de 12 kg y consume una
media de 65 W de energia. La mochila mide 30,5 cm X
29,5cmx 12,5 cmy pesa 10kg y estd conectada median-
te un tubo de acero inoxidable a la pistola de aluminio,
que mide 12 cm x 7,5 cm x 8,5 cm y pesa 2 kg. La
mochila integra todo el sistema de vacio, una pequeiia
bala de He, la fuente de plasma, las baterias y un ordena-
dor con pantalla tactil. La pistola incluye el analizador de
masas, la interfaz DAPI y la sonda de plasma. En el
modo de trabajo con baterias, el equipo puede utilizarse
durante 1,5 h. También cuenta con una interfaz de usua-
rio simplificada para que sea posible que personas sin
experiencia usen el equipo facilmente.

La fuente de ionizacidon y muestreo del equipo se
encuentra en el componente con forma de pistola y tiene
forma de cono. Dicho cono aloja la sonda de plasma de
baja temperatura y tiene una presion positiva de He. El
plasma, junto con el He como gas de descarga, permite la
ionizacion de compuestos en superficies que estin muy
proximas al cono de ionizacidon. De esta manera, las
especies idnicas reactivas entran en contacto con la zona
de muestreo y andlisis, ionizando los componentes de la
muestra. Y, cuando la valvula DAPI se activa, los anali-
tos son transferidos al analizador de masas.

Los autores muestran en este trabajo el potencial del
prototipo para la deteccion de agentes de guerra quimica,
drogas ilegales y explosivos a nivel de nanogramos, rea-
lizando experimentos de masas en tindem hasta MS°.

“Amicroelectromechanical systems-enabled, minia-
ture triple quadrupole mass spectrometer”

Steven Wright, Andrew Malcolm, Christopher Wright,
Shane O’ Prey, Edward Crichton, Neil Dash, Richard W.
Moseley, Wojciech Zaczek, Peter Edwards, Richard J.
Fussell, RichardR. A. Syms.

Analytical Chemistry 2015,87,3115-3122.

Los autores de este tltimo trabajo presentan el que,
hasta la fecha de escritura de esta resefia, es el primer
analizador de masas con triple cuadrupolo miniaturiza-
do. Y es que por caracteristicas de disefio, las trampas de
iones son mds facilmente miniaturizables que los triples
cuadrupolos, por ser estos ultimos una sucesion en el
espacio de varios componentes.

El analizador de masas desarrollado en este trabajo
mide tan solo 24 cm desde las lentes idnicas hasta el
detector. Q0 y Q2 tienen un disefio similar y actiian como
guias de iones de 2 cm de largo cada uno. Q1 y Q3 son
también similares en diseflo y actian como filtros de
masas de 5,3 cm de largo. Los iones se generan en una
fuente idnica de microspray de bajo voltaje.

Como la ionizacion a presion atmosférica esta limita-
da por la cantidad de gas en la fuente y por los iones que
entran en el vacio del sistema, la miniaturizacién de la
fuente tiene una repercusion directa en los limites de
deteccion. De igual manera ocurre en la celda de colision
donde se aloja el Q2. Sin embargo, a pesar de las reduci-
das dimensiones del equipo, la celda de colision frag-
ment6 eficientemente los iones precursores cuando la
presion de gas (Ar) se incrementd drdsticamente. El
resultado fueron unos espectros de masas muy similares
alos obtenidos con equipos convencionales.

Aunque los espectrometros de masas son capaces de
trabajar con muestras mediante andlisis directo, sin técni-
cas de separacion previa (como es el caso de los dos traba-
jos anteriores), lamayoria de los métodos actuales inclu-
yen una fase de separacion previa al andlisis de masas. En
este caso, los autores acoplaron con éxito el triple cuadru-
polo miniaturizado a un equipo de HPLC convencional y
lo utilizaron para la separacion y deteccion de verapamilo,
usado en medicina para el tratamiento de la hipertension,
angina de pecho, trastornos del ritmo cardiaco y para los
dolores de cabeza. Como ejemplo de posible aplicacion de
campo, se analizaron manzanas en busca de pesticidas,
con un limite de deteccion de 10 ng mL™".

Jorge Saiz
Instituto de Quimica Orgdnica General, IQOG-CSIC




PROTECTORAS

*« AGILENT TECHNOLOGIES SPAIN, S.L.
Ctra. A-6, km 18,200
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(Madrid)

« BRUKER ESPANOLA, S.A.
Avda. Marie Curie, 5, Edificio Alfa - Pta. Baja
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(Madrid)

« PERKIN ELMER ESPANA, S.L.
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NOTA TECNICA
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LAALTA RESOLUCION DE MASA ES ESENCIAL
PARA UNA IDENTIFICACION Y DETECCION DE
COMPUESTOS CON LA MAXIMA CONFIANZA.
D. Fco.Javier Rodriguez

Especialista de ventas en cromatografia,

Thermo Fisher Scientific

Los laboratorios, tanto de investigacién como de ana-
lisis de rutina, se encuentran con una presién mayor cada
dia para producir resultados en menos tiempo, mientras
se mantienen altos niveles de confianza en los resultados.
Lamayoria de los ensayos se basan en aproximaciones de
cuantificacion dirigida, empleando tanto cromatografia
de gases (GC) como cromatografia liquida (LC) acoplada
a espectrometria de masas (MS) de triple cuadrupolo.
Estas técnicas cubren el amplio rango de familias quimi-
cas que deben ser analizadas a los niveles solicitados de
sensibilidad y selectividad. Sin embargo, estdn limitados
a los compuestos que se encuentran en la lista de adquisi-
cioén y requieren una cuidadosa optimizacién de los para-
metros de adquisicidn para cada compuesto. La espectro-
metria de masas de alta resolucidén en modo full scan,
empleando la tecnologia Orbitrap, proporciona la solu-
cién a:

» La demanda de cuantificacion e identificacion de un
nimero cada vez mayor de compuestos en un mismo
analisis.

* El andlisis retrospectivo de las muestras mucho
tiempo después de su adquisicién.

* Laidentificacién y la elucidacién de la composicion
quimica y la estructura de compuestos desconoci-
dos.

Hasta ahora, la tecnologia de espectrometria de masas
de alta resolucion Orbitrap sélo ha estado disponible con
LC y ha demostrado ser una técnica de un alto valor anali-
tico. La tecnologia de espectrometria de masas Orbitrap
ha sido ahora acoplada a GC en el nuevo sistema Q
Exactive™GC, el cual es un hibrido de cuadrupolo con
analizador Orbitrap. La nueva configuracién de sobreme-
sa de un espectrometro de masas hibrido cuadrupolo-
Orbitrap abre nuevas posibilidades para los compuestos
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que son analizables por GC. Los siguientes ejemplos
resaltan los beneficios de la MS de alta resolucién acopla-
daaGC.

El impacto de la resolucion de masa en la selectividad
para analisis dirigidos

Los experimentos de masa exacta en alta resolucién
(HR/AM) tipicamente comprenden el andlisis en modo
full scan de una muestra, y para el analisis de moléculas
pequeiias el rango de barrido suele ser de 50 — 1000 Da.
La tecnologia Orbitrap proporciona la selectividad nece-
saria para resolver los compuestos seleccionados de
otros compuestos o de los iones de la matriz que tengan
masa similar. Para el andlisis dirigido de nuestros com-
puestos, la masa exacta del i6n diagnéstico es extraida en
una estrecha ventana de extraccion (tipicamente < 5
ppm). Esta ventana estrecha sélo es posible cuando el
instrumento proporciona suficiente exactitud de masa,
para lo cual un alto poder de resolucién de masa es esen-
cial.

Sin embargo, cuando dos perfiles de masa se superpo-
nen, el perfil de masa que se mide es la suma de los dos
perfiles individuales. La superposicion resulta en una
asignacion incorrecta de la masa del compuesto buscado.
Vamos a poner unos ejemplos de andlisis de pesticidas en
extractos vegetales. El problema se muestra en la Figura
1, donde un extracto QUEChERS de puerro en acetonitri-
lo es analizado cuatro veces a un poder de resolucién de
15K, 30K, 60K y 120K (m/z 200).

El espectro de masas muestra el pesticida chlorpro-
pham (m/z 127.01833) y un i6n de fondo de la matriz a
una masa similar creando una interferencia. Se consigue
una excelente exactitud de masa para el chlorpropham a
60K y a 120K, resolviendo el i6n practicamente hasta
linea base. Sin embargo, a 15K y a 30K el chlorpropham
no fue suficientemente resuelto de la interferencia, lo que
resultd en una pobre asignacion de la masa exacta. A 15K,
la exactitud de masa estaba afectada de modo significati-
vo con un valor de diferencia de masa de 15,92 ppm. Bajo
el criterio tipico de identificacién en screening de com-
puestos de una diferencia de masa < 5 ppm, e incluso bajo
una tolerancia amplia de 10 ppm, esta diferencia de masa
habria resultado en un falso negativo (no detectado) para
este pesticida. Este ejemplo claramente demuestra que un
minimo poder de resolucidn es necesario. Dicho poder de
resolucién depende de la complejidad de la muestra ana-
lizada y de la concentracion de ambos: el analito y las
interferencias.
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Figura 1. Efecto del poder de resolucién en la exactitud de masa de un analito en una matriz. Los perfiles de masa del chlor-
propham a 10 ng/g en puerro son adquiridos a resolucién 15K, 30K, 60K y 120K. La interferencia de matriz a 15K y a 30K
produce una diferencia de masa mas alta de la esperada. El chlorpropham se resuelve a 60K y 120K con una mejora en la
exactitud de masa. Bajo el criterio normal de screening este pesticida no habria sido detectado (falso negativo).




Manteniendo la sensibilidad en alta resolucion

Con otros tipos de tecnologias GC-MS, el incremento
de laresolucién de masa resulta en una disminucién de la
transmision de los iones por el analizador. Consecuente-
mente, la sensibilidad de las medidas puede verse afecta-
da. Para una cuantificacién y screening de compuestos a
bajas concentraciones en matrices complejas, es esencial
mantener la sensibilidad del instrumento mientras se tra-
baja a un alto poder de resolucién. En la Figura 1, se
demostré la necesidad de una alta resolucion. Es esencial
también mantener la sensibilidad a los modos de alta
resolucién de 60K y 120K. El sistema Q Exactive GC no
pierde intensidad de sefial al incrementar la resolucion
del modo que si ocurre en otros tipos de espectrometros
de masas. En la Figura 2 se muestra un ejemplo de tres
pesticidas (chlorbenzilate, fipronil y pendimethalin) y las
respuestas correspondientes a las dreas de pico a una con-
centracion de 10 ng/g en extractos QUEChERS de zana-
horia en acetonitrilo. Los extractos se analizaron en los
modos de resolucién 15, 60 y 120K en full scan. Las areas
absolutas de pico se mantuvieron en los distintos modos
de resolucidn. Esta consistencia proporciona la resolu-
ci6n de masa superior necesaria para obtener una exce-
lente exactitud de masa sin sacrificar la sensibilidad.

Altaresolucion para la identificacion de compuestos
desconocidos

Una de las ventajas de trabajar en modo full scan con
exactitud de masa es que los datos pueden ser interroga-
dos retrospectivamente y los picos potencialmente desco-
nocidos pueden ser identificados. La exactitud de masa
de un i6n permite proponer una composicién elemental
basada en la medida de su masa exacta y en la distribu-
cién isotdpica. El niimero de posibles féormulas quimicas
que obtenemos estd basado en los elementos que propo-
nemos en el calculador de férmulas y en la calidad de los
datos espectrales. Las medidas en alta resolucién con una
exactitud sub 1 ppm aceleran el proceso de identificacion,
reduciendo el niimero de férmulas propuestas a una canti-
dad manejable. Este proceso queda ilustrado en la Figura
3, donde un i6n de masa 304,10058 es procesado con el
calculador de férmula elemental y los hits fueron calcula-
dos teniendo en cuenta los siguientes elementos: Carbén
1-50, Hidrégeno 1-50, Oxigeno 1-20, Nitrégeno 1-20,
Fésforo 1-10 y Azufre 1-10.

Se emplearon diferentes tolerancias de masa desde
0,5 a 10 ppm para sugerir la posible férmula. El nimero
de hits aparece en la Figura 3. Como era de esperar, a
mayor tolerancia, mayor es el nimero de posibles férmu-
las propuestas. Por ejemplo, a 10 ppm, se proponen 60
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posibles hits. Incluso a una tolerancia relativamente baja
de 3 ppm, 20 férmulas elementales se ajustan al criterio
seleccionado.

Sin embargo, con la exactitud de masa sub-ppm esperada
del sistema Q Exactive GC, el nimero queda limitado a
dos férmulas a 0,5 ppm. La primera férmula sugerida
para estamasaes C,,H,,O;N,PS, con un error de masa de
0,3 ppm, y cuando se busca esta férmula en la base de
datos on-line ChemSpider, el top hit coincide con el pesti-
cida diazinon. Esta identificacién puede confirmarse pos-
teriormente con la investigacion de los iones fragmento,
comparando los datos con librerias espectrales de un
modo sencillo, ya que los datos estdn adquiridos con una
fuente de ionizacién por impacto electrénico (EI).

Conclusiones

Con un ultra-alto poder de resolucién en rutina y una
consistente exactitud de masa sub-ppm, el espectrémetro
de masas Q Exactive GC de Thermo Scientific es una
herramienta de laboratorio tnica, de aplicacion para des-
cubrimiento de compuestos, screening, cuantificacion,
identificacién de compuestos y para aplicaciones de elu-
cidacioén estructural.

Laresolucion de masas de al menos 60000 FWHM (a
m/z 200) es necesaria de modo rutinario para resolver
todos los compuestos de los iones interferentes de la
matriz o de iones de masa similar. Esta resolucién es
esencial para la identificacion con confianza de nuestros
compuestos.

Elsistema Q Exactive GC proporciona alta sensibilidad
en matrices complejas y, muy importante, la sensibilidad
se mantiene en todos los modos de resolucion empleados
(15-120K).

Una exactitud de masa excelente sub-ppm acelera la
identificacion de picos desconocidos, permitiendo el uso
de tolerancias de masa muy estrechas.
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Figura 2. Chlorbenzilate, fipronil y pendimethalin en un extracto QhEChERS de zanahoria a una concentracién de 10 ng/g
mostrando las respuestas de area de pico obtenidas a resolucion 15, 60 y 120K FWHM (m/z 200). La sensibilidad se mantie-
ne a lo largo de los distintos modos de resolucién, tanto para los compuestos que producen una alta como una baja respuesta.
Un minimo de 12 scans/pico se mantiene.
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Figura 3. Niimero de composiciones elementales sugeridas para la m/z 304.10058 con diferentes tolerancias de masa apli-
cadas. Arriba se muestra los dos hits obtenidos a 0,5 ppm.
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Bruker Chemical Analysis

BRUKER GC-APCI-QTOF, ULTRA ALTA RESO-
LUCION ACOPLADA A CROMATOGRAFIA DE
GASES

Los espectréometros de masas con capacidad de ultra
alta resolucion y masa exacta, UHR-QTOF, ya son una
realidad en la mayoria de laboratorios de cromatografia y
MS. Pero todavia la inmensa mayoria de configuraciones
estan disefiadas para la infusion directa o el acoplamiento
a UHPLC mayoritariamente a través de fuentes de ioniza-
cién tipo ESI.

Por otro lado, la Cromatografia de Gases sigue pre-
sente con un campo amplio de aplicacién, pero en la
mayoria de casos sin poder ofrecer las ventajas de selecti-
vidad de Ultra alta resolucién y masa exacta.

Bruker is the only company offering all instruments for MetabolOMICS:

= Achieving comprehensiveness using M5 + NMR
* Unknown ID using MS + NMR

* Quantitation using GC/LC-0QQ

= Localization using MALDI Imaging

Non targeted

YIOVEDADES TECNICAS
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Por ello, Bruker, que lleva desde hace tiempo ofre-
ciendo soluciones de acoplamiento a GC de sus QTOF, ha
presentado un nuevo disefio de acoplamiento entre los
cromatégrafos de Gases Bruker 456 y los sistemas QTOF
Compact e Impact II. De esa forma, podremos combinar
la alta capacidad de separacion del GC con las prestacio-
nes de un espectrémetro de masas de ultra alta resolucion.

El campo de aplicacién de esta configuracién GC-
APCI-QTOF es muy amplio, desde aplicaciones metabo-
lémicas donde es fundamental incorporar la fracciéon
volatil y semivoldtil que podemos separar mds eficaz-
mente por GC, hasta nuevas aplicaciones en campos e
interés como Dioxinas, Furanos y PCBs. plaguicidas,
explosivos, Hidrocarburos Policiclicos Aromdticos
(PAHs) y un largo etcétera de compuestos de interés
medioambiental, agroalimentario y toxicoldgico.

Bruker es el tinico fabricante que ofrece la solucién
integrada con equipamiento propio (tanto GC como
QTOF) y, por tanto, un tnico interlocutor a la hora de la
integracion y puesta en marcha. El nuevo sistema dispone
de una linea de transferencia flexible, incorporada en la
fuente APCI Apollo II, que permite un acoplamiento mas
eficaz y sencillo con el GC. Los resultados ofrecen una
mayor sensibilidad y resolucién cromatografica, facili-
tando la instalacidn sencilla y versatil, estableciendo un
nuevo estandar en el andlisis de GC — alta resolucion.

Tal es la eficacia de dichos sistemas, que ya se consi-
deran como una excelente alternativa a la renovacion de
espectrometros antiguos, tipo EI o FAB. El sistema GC-
APCI-QTOF ofrece una excelente alternativa, total auto-
matizacién y, en general, mejor resolucion y precision de
masas gracias al sistema UHR-QTOF, siendo una alterna-
tiva muy eficaz para el andlisis espectroscépico cldsico.

El nuevo disefio de interfase, ademas, permite la facil
reconfiguracién del sistema para conectar un UHPLC, o
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infusién directa de liquidos por ESI. En minutos, su siste-
ma pueda estar reconfigurado y funcionando. De esa
manera, se mejora la productividad y versatilidad del sis-
tema UHR-QTOF.

Explosive residues in soil
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Finalmente, que todos los componentes provengan del
mismo suministrador, garantiza una total compatibilidad
de software y hardware, un coste competitivo, y cémo no,
un excelente soporte y servicio técnico.

Si tiene interés en informacién adicional sobre el sistema
Bruker GC-APCI-QTOF, no dude en ponerse en contacto
con nosotros para ampliar la informacién técnica del sis-
tema, o en la web: www.bruker.com

Bruker Appnote #lcms102 Analysis of Environmental
Samples with a Novel Atmospheric Pressure GC Source
Coupled to High-Resolution TOF-MS Analysis
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Bruker Chemical Analysis

Bruker Espafiola, S.A.

Parque Empresarial Rivas Futura
C/ Marie Curie, 5. Edificio Alfa
28521 Rivas-Vaciamadrid
Madrid - Spain

Tel.: 914994634 / 4080

Fax: 91656 6237
Info-bcad-spain@bruker.com

Para obtener mds informacién de Bruker, péngase en
contacto con Bruker Daltonics en: info-bcad-spain@bru-
ker.com, o en la web www.bruker.com
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IZASA SCIENTIFIC PRESENTA I-SERIES DE
SHIMADZU CORPORATION, LA GAMA DE SIS-
TEMAS COMPACTOS DE HPLC

Esta nueva serie mejora la productividad con la capa-
cidad de poder trabajar desde su pantalla tactil, lo que le
hace ser un dispositivo inteligente, y permite, si se desea,
trabajar sin necesidad de disponer de un PC.

La gama i-Series se compone de dos sistemas Nexera-
i, que proporcionan andlisis con ultra alta velocidad, y
dos Prominence-i, con velocidad convencional y alta.
Estos sistemas permiten su control, ademads de por si mis-
mos, desde un dispositivo inteligente, tableta o “smart-
phone”, por medio del Modo de Comunicacién
Interactivo (ICM) recientemente desarrollado. Ofrecen,
por tanto, un entorno operativo intuitivo que permite que
cualquier persona pueda analizar muestras facilmente.
Tienen automatizacion total, desde el inicio hasta la para-
da después del andlisis. Asimismo, disponen de una fun-
cién de acceso directo que permite a varios operadores
introducir muestras en cualquier momento para lograr un
flujo de trabajo mads eficiente. Los métodos de andlisis
creados en sistemas HPLC ya existentes, incluidos siste-
mas no Shimadzu, se pueden transferir facilmente a la i-
Series. Es ideal para cualquier tipo de laboratorio: I+D,
control de calidad y pruebas de seguridad asi como en
campos tales como el farmacéutico, quimico, de la ali-
mentacion y del medio ambiente.
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¢ Qué nos proporciona?

* Innovador: Sistema de trabajo para un entorno de
Laboratorio Avanzado

Su Modo de Comunicacién Interactivo (ICM) permi-
te a los usuarios iniciar un andlisis con un minimo de
acciones y la adquisicion de datos se sincroniza con el
software de PC LabSolutions. Asimismo, los analistas
pueden usar un dispositivo inteligente, tableta o smart-
phone, para comenzar un andlisis y seguir de forma remo-
ta el estado del sistema y sus cromatogramas sin tener que
utilizar ningtn software especial. Asi se obtiene un facil
acceso al sistema independientemente de su zona de tra-
bajo, por ejemplo, el equipo se puede instalar bajo una
campana, si se han de analizar ingredientes farmacéuticos
altamente activos.

» Méaxima fiabilidad y estabilidad

El doble control de temperatura en detectores y celdas
de flujo ofrece una excelente estabilidad de la linea de
base asegurando datos fiables no afectados por fluctua-
cién de la temperatura ambiente. Permite la inyeccién
directa de muestras altamente concentradas sin dilucion,
ahorrando asi trabajo en el proceso; incluso cuando la
inyeccién de volumenes es ultra-baja, 1pL. o menos, ofre-
ce un analisis de alta precisién con una repetibilidad en el
volumen de inyeccion del 1% o menos. El ciclo de inyec-
cidén se hareducido a la mitad del de su antecesor, el LC-
2010, reduciendo el analisis en mas de 47 minutos al ana-
lizar, por ejemplo, 384 muestras en cuatro placas de 96
pocillos.

* Intuitivo: Trabajo mds sencillo

Los sistemas i-Series tienen pantallas tictiles LCD en
color de 7 pulgadas con interfaz grifica de usuario que
permite a usuarios sin experiencia poder controlar intuiti-
vamente el sistema. Muestra el estado del sistema y el
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cromatograma en tiempo real; el software de aplicacién
de PC LabSolutions emplea ademds el mismo disefio que
la pantalla de los i-Series. También emplean una funcién
de comprobacién del sistema que confirma los consumi-
bles utilizados y guia la sustitucién de piezas con el fin de
ahorrar costes de mantenimiento.

« Inteligente: Interfaz inteligente para un trabajo efi-
ciente

Lai-Series ofrece completa automatizacién del andli-
sis de rutina. Todas las operaciones se pueden automati-
zar desde el inicio, analisis de muestras, salida del infor-
me y parada. Esto mejora la fiabilidad y estabilidad de
analisis. Ademas, la alimentacion del instrumento se
puede parar automaticamente al acabar el trabajo aho-
rrando hasta un 95% el consumo de electricidad.
Finalmente, es de notar la sencilla transferencia de méto-
dos de HPLC de otros proveedores a los sistemas de
Shimadzu.

Sobre Izasa Scientific

Con mas de 40 afios de experiencia y vocacion de ser-
vicio a la comunidad cientifica, Izasa Scientific se ha
posicionado como el principal proveedor de soluciones
globales para nuestros clientes en Espafa y Portugal.
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Integra tanto la respuesta instrumental como el servi-
cio de consultoria, soporte técnico y postventa en las
areas de Analitica, Ciencias de la Vida, Microscopia
Optica, Microscopia Electrénica y Nanotecnologia,
Medio Ambiente y Control de Calidad Industrial.

Shimadzu, empresa a la vanguardia en cuanto a
Tecnologia, ofrece soluciones especificas que pone al ser-
vicio de industrias y mercados; esto nos permite ofrecer a
nuestros clientes personalizacién en las técnicas y méto-
dos.

Centro de Especialistas de Cromatografia

Izasa Scientific dispone de un servicio exclusivoy
especifico de Cromatografia, con asistencia telefénicay
no telefénica, atendido por personal altamente cualifica-
do que le solucionard de una forma rapida y eficaz cual-
quier duda de trabajo, software, apoyo en averias y sopor-
te aplicativo, que sus equipos y su laboratorio necesiten.

Izasascientific.com
Contacto:

9022030 80
izasa@izasascientfic.com



Delivering the Right Results

ESPECTROMETRO DE MASAS DE TIEMPO DE
VUELO DE ALTA RESOLUCION PEGASUS GC
HRT 4D

La mds reciente innovacién de LECO en el campo de
la Ciencia de la Separacién es el sistema de
Espectrometria de Masas Pegasus GC-HRT 4D, que pro-
porciona una capacidad sin precedentes en el estudio de
muestras complejas y la identificacién de un mayor
nimero de analitos y de componentes desconocidos con
la mdxima confianza.

El sistema Pegasus GC-HRT 4D, combina la capaci-
dad del sistema GCxGC con el mayor rendimiento del
sistema de espectrometria de masas de tiempo de vuelo.

Con una precision de masas de 1 ppm y una capacidad
potencial de picos al menos dos veces mayor que cual-
quier Espectrometro de Masas, el sistema Pegasus GC-
HRT 4D es la solucién para ganar la batalla de la coelu-
cién y analizar las mds complejas muestras.

Otros hechos, como la generacion de iones pseudo-
moleculares mediante la ionizacién quimica, tiempos de
retencion coincidentes, distribucion isotdpica y masa
exacta de los fragmentos, permiten conseguir una identi-
ficacion segura.

Cromatografia y Técnicas Afines

Beneficios:
Cromatografia de Gases de dos dimensiones

El modulador quadjet de doble etapa y el horno
secundario estan instalados dentro del horno primario del
cromatégrafo de gases. El control del muestreador, del
cromatégrafo de gases, del modulador térmico GCxGC
de Leco y del sistema Pegasus TOF MS estdn completa-
mente integrados en el software ChromaTOF-HRT desde
un unico ordenador.

Analizador de masas TOF con trayectoria de vuelo
plegada (FFP) patentada.

Novedoso tiempo de vuelo que mantiene los paquetes
de iones focalizados mejor que los enfoques estdndares y,
por tanto, el sistema no es susceptible a que la doble ace-
leracién ortogonal disperse el haz inicial y, por tanto, se
focalizan mas iones en la regién del TOF.

Fuente de ionizacion quimica

Permite ahorrar tiempo y esfuerzo identificando compues-
tos desconocidos de una forma mads sencilla y con mas
confianza en el proceso de comparacién con la librerfa.




La fuente de ionizacién quimica (HR-CI) del sistema
Pegasus GC-HRT 4D permite a los usuarios acceder a la
informacién en alta resolucion de iones pseudo-molecu-
lares con una precisién de masas y alta resolucién hasta
ahora no alcanzadas.

El sistema Pegasus GC-HRT 4D dispone de las dos
fuentes de ionizacién, impacto electrénico (EI) e ioniza-
cién quimica (CI), proporcionando la opcién de compara-
cién de espectros cldsicos con la libreria (EI) y la conser-
vacion del ion molecular (CI).

El sistema Pegasus GC-HRT y la fuente HR-CI propor-
cionan conjuntamente un completo paquete de alta produc-
tividad/informacion del andlisis de la muestra con una reso-
lucién de hasta 50.000 FWHM, una precisién de masas
inferior a 1 ppm y una velocidad de adquisicién de hasta
200 espectros/segundo, todo ello con medidas de abundan-
ciaisotdpica de alta integridad para facilitar la informacién
y alta seguridad en la identificacién del analito.

Elsistema Pegasus GC-HRT 4D de LECO ofrece la mas
eficiente y completa separacion cromatografica GCxGC
acoplado con el sistema TOFMS de mayor eficacia.

Estos avances tecnolégicos, conjuntamente con el
software ChromaTOF-HRT® de LECO vy el sistema de
deconvolucién en alta resoluciéon™ (HRD™), permiten
obtener mas partido de los datos en alta resolucién utili-
zados conjuntamente con la libreria NIST y las librerias

de Masa Exacta.
Caracterisiticas

* High Resolution Deconvolution (HRD™. Decon-
voluciona e identifica los analitos mas importantes
en matrices complejas.

* Fuentes HR-EI and HR-CI. Ofrecen mayor flexibili-
dad.

« La tecnologia Folded Flight Path® (FFP®) patentada
por LECO, no sélo proporciona alta resolucién y
sensibilidad, sino también mayor focalizacién com-
parado con la dispersion del TOF estandar, lo que
permite condiciones iniciales mas amplias.

* KADAS®. Sistema patentado de adquisicién de
datos basado en las estadisticas de iones que reduce
el ruido dramdticamente, asegura la masa exacta y
disminuye el tamaifio del fichero.

e ChromaTOF-HRT. Software de LECO disefiado
especialmente para HRT y GCxGC que afiade capa-
cidades cualitativas y cuantitativas a un sistema de
datos sencillo de utilizar.

Website — www.LECO-Europe.com
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MERCK MILLIPORE

MERCK MILLIPORE PRESENTA LOS NUEVOS
SISTEMAS DE PURIFICACION DE AGUA DE
GRAN RENDIMIENTO CON SUPERVISION EN
TIEMPO REAL LAS 24 HORAS DEL DIA, 7 DIAS A
LASEMANA,Y CONTROLREMOTO

 Los nuevos sistemas AFS® 40E / 80E / 120E y
150E satisfacen las necesidades de agua purifica-
da de uno o varios analizadores clinicos de gran
rendimiento

« La exclusiva tecnologia Elix® de electrodesioniza-
cion y la innovadora tecnologia E.R.A™ aseguran
agua de calidad constante con costes de funciona-
miento bajos y predecibles

La posibilidad de conexion remota permite un
nivel sin precedentes de servicio para maximizar
el tiempo de funcionamiento del analizador

Merck Millipore, la division de Ciencias de la Vida de
Merck, ha anunciado el lanzamiento de sus sistemas de
purificacién de agua AFS® 40E / 80E / 120E y 150E.
Estos nuevos sistemas se han desarrollado para propor-
cionar a los laboratorios clinicos una solucién econémica
y fiable de purificacién de agua para volimenes diarios
de agua de hasta 3.000 L.

Los sistemas AFS® 16DOE / 80E / 120E y 150E
emplean dos potentes tecnologias para producir agua de
calidad que cumpla la norma de Agua de grado reactivo
para laboratorios clinicos del Clinical and Laboratory
Standards Institut® (CLSI®). La probada tecnologia de
vanguardia Elix® de electrodesionizacion (EDI) asegura
una calidad constante del agua con costes de funciona-
miento bajos y predecibles, mientras que la exclusiva tec-
nologia E.R.A.™ (Evolutive Reject Adjustment) tiene en
cuenta la calidad del agua de alimentacién para optimizar
de forma automatica su recuperacion, y reducir los costes
de consumo de agua.

Como indica John Sweeney, Director de la Unidad de
negocio Lab Solutions de Merck Millipore, «los directo-
res de los laboratorios biomédicos estan bajo constante



presion para evitar los periodos de parada de los analiza-
dores clinicos.” Y explica: “el agua es el reactivo liquido
utilizado con mas frecuencia en los analizadores clinicos
y, para los laboratorios donde se manejan miles de mues-
tras al dia, la eleccion del sistema de purificacién de agua
es fundamental para proporcionar agua purificada de alta
calidad y un funcionamiento fluido». Nuestros sistemas
AFS®40E /80E / 120E y 150E incorporan las tecnologias
mas recientes, para un rendimiento robusto y fiable.
Nuestro objetivo es contribuir a que los laboratorios bio-
médicos sean mds productivos, y estos sistemas AFS®
hacen exactamente eso.

Los sistemas AFS®40E / 80E / 120E y 150E ofrecen
también a los usuarios una potente supervision en tiempo
real las 24 horas del dia, los 7 dias de la semana, y control
remoto de sus sistemas de purificacién de agua, asi como
una nueva generaciéon de servicios mejorados. Estas
caracteristicas de supervisién avanzadas, junto con un
nivel de servicio sin precedentes, contribuyen también a
maximizar el tiempo de funcionamiento del analizador.

Los sistemas han sido disefiados para proporcionar un
diagndstico remoto rapido y preciso, y ofrecer un servicio
proactivo con el fin de evitar periodos de parada. El servi-
cio se inicia con un andlisis del agua de alimentacion rea-
lizado por un ingeniero certificado del servicio técnico de
Merck Millipore antes de la instalacién del sistema.
Luego, con el tiempo, los usuarios pueden asegurar el
mejor mantenimiento de su sistema de purificacién de
agua AFS® E con un plan de mantenimiento Watercare
Pact personalizado.

Con su nueva gran pantalla tactil, el sistema esta dise-
flado para un funcionamiento intuitivo y para dar apoyo al
usuario con faciles instrucciones paso a paso durante el
mantenimiento sistemdtico. Nunca ha sido mds fécil
interaccionar con el sistema de purificacion de agua. Para
una mayor flexibilidad, también puede accederse a la
interfaz del sistema desde otro lugar, usando un PC, una
tableta o un teléfono inteligente a través de un navegador.

Portatil y personalizable, la nueva gama estd disefiada
para hacer el mejor uso del espacio del laboratorio. Los
sistemas compactos y silenciosos estin montados sobre
ruedas, y pueden desplazarse por el laboratorio, o a otra
ubicacidn, dependiendo de los requisitos del laboratorio.

Los usuarios del sistema AFS® E pueden elegir entre
una serie de opciones y accesorios para satisfacer sus
requisitos especificos, como son, entre otros, un monitor
de carbono orgdnico total (TOC) en linea, una opcién de
desgasificacion y una valvula de muestreo sanitario.

Cromatografia y Técnicas Afines

Si desea mas informacion, visite
www.merckmillipore.com/AFSE-large

Sobre Merck Millipore

Merck Millipore es la division de Ciencias de la Vida
de Merck y ofrece una amplia gama de innovadores y efi-
cientes productos, servicios y relaciones comerciales que
permiten el éxito de nuestros clientes en investigacion,
desarrollo y produccidn de terapias biotecnoldgicas y far-
macéuticas. Merck Millipore atina todos sus esfuerzos en
la apertura de nuevos campos cientificos y de ingenieria;
y como uno de los tres principales inversores en [+D de la
industria de herramientas en ciencias de la vida, actda
como socio estratégico para los clientes contribuyendo al
avance de las ciencias bioldgicas. Con sede central en
Billerica (Massachussetts, EE.UU.), la division cuenta
con mds de 10.000 empleados, opera en 66 paises y ha
obtenido unos ingresos de 2.600 millones de euros en
2013. Merck Millipore se conoce como EMD Millipore
en los Estados Unidos y Canada.

Sobre Merck

Merck es una empresa lider en productos de alta tec-
nologia innovadores y de médxima calidad en los sectores
farmacéutico y quimico. Con sus cuatro divisiones,
Merck Serono, Consumer Health, Performance Materials
y Merck Millipore, Merck gener6 unos ingresos totales
de 11.100 millones de euros en 2013. En torno a 39.000
empleados de Merck trabajan en 66 paises para mejorar la
calidad de vida de los pacientes, impulsar el éxito de los
clientes y contribuir a satisfacer los retos mundiales.
Merck es la empresa farmacéutica y quimica mas antigua
del mundo: desde 1668, la empresa se ha diferenciado por
la innovacidn, el éxito comercial y el emprendimiento
responsable. Poseyendo aproximadamente el 70 por cien-
to de los intereses, la fundacién familiar sigue siendo la
propietaria mayoritaria de la empresa en la actualidad.
Merck, Darmstadt, Alemania es propietario de los dere-
chos mundiales del nombre y la marca Merck. Las tinicas
excepciones son Canadd y los Estados Unidos de
Norteamérica, donde la empresa se conoce como EMD.

Millipore, la marca M, AFS y Elix son marcas regis-
tradas, y E.R.A. es una marca comercial, de Merck
KGaA. Todas las demds marcas comerciales son propie-
dad de sus respectivos propietarios.

Contacto: Jill DeCoste

Tfo.: +1978 7154670

Correo electrénico:
jill.decoste@emdmillipore.com
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PRODUCTOS KNAUER

AZURA Bio LC para la purificacion de proteinas
rapida.

La adaptacion a los retos de purificacion de cromato-
grafia de liquidos es muy fécil con la plataforma LC
AZURA Bio modular. Escalable respecto a la cantidad
purificada y automatizable desde lo mas basico hasta lo
mas sofisticado, usted decide.

Domine facilmente
¢ La cromatografia de afinidad.
« El tamafio de la cromatografia de exclusion.
* La cromatografia de intercambio i6nico.
* La cromatografia de interaccién hidrofébica.
* La cromatografia de modo mixto.

Disponible con refrigeracion de sobremesa, combina-
ble con todas las columnas de LC comunes.

AZURA HPLC Didactico.

AZURA HPLC fue desarrollado para ser una platafor-
ma altamente adaptable para una amplia gama de aplica-
ciones que van desde la analitica hasta el HPLC prepara-
tivo.

Un complemento muy préctico y didactico para esta
misma familia de instrumentos es el sistema AZURA
HPLC Didictico, que se basa en un sistema isocratico
conectado a un ordenador y a un sistema de registro de
datos.

Disefiado para un uso educativo y formativo de estu-
diantes y jovenes investigadores, este paquete se ofrece a
un precio muy competitivo.

Mas informacién en http://www.knauer.net/azuraedu

Columnas KNAUER HPLC

KNAUER fabrica columnas de HPLC para casi cualquier
aplicacion: uHPLC, HPLC estandar, HPLC preparativa,
intercambio i6nico, GPC /SEC...

Se incluyen tanto columnas con particulas core-shell
totalmente porosas como particulas de polimero.

Las columnas Vertex Plus estdn disponibles de 2 a § mm
de didmetro interior, con longitudes que varian desde los
5 mm hasta los 300 mm.

Dichas columnas Vertex Plus AX ofrecen compresién
axial de HPLC preparativa que proporciona una mayor
durabilidad, y estan disponibles a partir de 16 mm hasta
los 50 mm de didmetro interior, con longitudes que van
desde los 30 mm, pasando por 150 mm, hasta 250 mm.

http://www.knauer.net/columns

NOTA

Precios especiales en productos KNAUER,
tanto en columnas como en equipos.

SUGELABOR, S.A.
Direccién: C/ Sicilia, 36 28038 Madrid
Teléfono: +34 915 01 39 36
Fax: +34 91501 3938
info@sugelabor.com
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COLUMNASACE Y ACE-EXCEL: EXPLORANDO
LA SELECTIVIDAD EN FASES C18 MODIFICA-
DAS

Las fases C18 fueron unas de las primeras fases dis-
ponibles dentro de la cromatografia en fase inversa. A dia
de hoy, siguen siendo las columnas mds populares y utili-
zadas en la mayoria de las separaciones de HPLC. Ese
éxito de las fases C18 es debido fundamentalmente a la
estabilidad que ofrecen las largas cadenas alquilicas,
frente a las cortas cadenas alquilicas propias de fases C3-
CN o C6-PH que son mds vulnerables frente al pH o la
temperatura.

Sin embargo, debido precisamente a esa alta hidrofo-
bicidad, las fases C18 presentan ciertas carencias en el
analisis de compuestos polares, como pueden ser poca
retencion, incompatibilidades con fases méviles altamen-
te acuosas, asi como limitaciones a la hora de discernir
entre compuestos hidrofébicamente muy similares.

Por todo ello, se hace deseable y apremiante aunar las
caracteristicas propias de las fases C18 con las ventajas
que ofrecen esas otras fases unidas a cadenas alquilicas

Cromatografia y Técnicas Afines

mas cortas, esto es, las fenilo, las PFP, las CN e incluso
amidas, cuyas caracteristicas en términos de robustez no
son tan deseables como las C18, pero que, sin embargo,
ofrecen otros mecanismos de interaccion, dando al ana-
lista nuevas opciones en lo que a desarrollo de métodos se
refiere.

En el disefio de esas nuevas fases se deben, por tanto,
tener en cuenta las caracteristicas propias y mas desea-
bles de las C18, con los multiples mecanismos de interac-
cién que ofrecen los anillos arométicos, los PFP, o el
dipolo del grupo ciano y/o la selectividad de los grupos
amida. Una vez resuelto esto, el siguiente paso serd como
seleccionar la fase mds adecuada para nuestro analisis
por fase inversa, con la base de la hidrofobididad del C18
y las posibles selectividades, teniendo en cuenta que, el
que predomine un tipo de mecanismo u otro, vendra
determinado tanto por las propiedades fisico-quimicas de
los analitos como de las condiciones cromatograficas
aplicadas.

No se debe perder de vista que el objetivo deseado es
conseguir la separacion entre los picos en cuestién con
una resolucién adecuada (1,5-2) y a su vez conseguir un
método rdpido, reproducible y robusto.

Con esa idea, ACT ha desarrollado durante los ulti-
mos afos varias fases complementarias y/o alternativas
al C18 convencional con el propdsito descrito anterior-
mente. Fruto de esas necesidades, diseiid y lanzé exito-
samente diversas fases que unifican cadenas alquilicas
largas y diversos ligandos que arrojan diferentes selecti-
vidades:

e Tanéaﬁos Area
Fase Clasglscla)lcwn Fucl}lrcligﬁal Endcapped partiiula superzficial Carga %C | Rango de pH S(;)l;nzfg aﬁ;bil(')%i}(:
m) | ™70
C18+Grup
CI8-AR L1 o fenilo Si 2,3,5,10 300 12.6 2-8 St
integrado
Cl18 +
CI8-PEP Ll orupo PFP | si 235,10 300 17.0 2-8 s
integrado
Cl18 +
C18- L1/L60 grupo si 2,3,5,10 300 15.5 2-8 SI
AMIDE amida
embebido
CN con
CN-ES L10 espaciador si 2,3,5,10 300 14.3 2-8 Si
alquilico
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Como se puede deducir, estas nuevas fases ACE pue-
den exhibir multiples mecanismos de interaccion: Fase.

Tipos de Interacciones con los

Fase analitos
e Hidrofébicas
° T —T
C18-AR

¢ Dipolo — Dipolo
¢  Puentes de hidrégeno
¢ Hidrofébicas

* mWT-=m
CI8-PFP «  Dipolo — Dipolo
¢ Puentes de hidrégeno
¢ Forma de pico
C18-AMIDE d Hidrofébicas.
*  Puentes de hidrégeno
*  Hidrofébicas
CN-ES ¢  Dipolo — Dipolo

De todo ello se puede concluir que columnas con
diversas selectividades, derivadas de multiples mecanis-
mos de interaccidn, pueden ser efectivas como punto de
partida para el desarrollo de métodos; para mejoras y/o
modificaciones de los métodos ya existentes cuando se
requiere un cambio en la selectividad y como estrategia
de desarrollo de métodos, ya que se pueden probar varias
fases en diferentes condiciones de pH, temperatura,
modificacién de componente orgdnico, etc...

ACE C18

ACE C18-Amida Selector ACE C18-AR

de
columnas

ACE CN-ES ACE C18-PFP

Mis informacién en:
www.ace-hplc.com
wWww.symta.com
info@symta.com




NORMAS GENERALES DE PUBLICACION

1. ARTICULOS CIENTIFICOS

CTA publica articulos relacionados con técnicas analiticas (de separacién, de identificacion, etc.), bien sobre
investigaciones en las propias técnicas o sobre aplicaciones de las mismas. Los autores de los articulos recibirdn una
compensacion econémica (300 euros) por cada articulo publicado en CTA.

1) Para publicar articulos en CTA no es necesario ser socio de la SECyTA.
2) Elidioma de la revista, y por tanto de publicacion de los articulos, es el castellano.

3) Los articulos pueden ser de los siguientes tipos:
a) Trabajos originales de investigacion.
b) Revisiones bibliograficas.
¢) Articulos de divulgacion.
d) Series monogréficas.

Los trabajos deberan estar escritos a doble espacio, con un tamafio de fuente de 10 6 12 pt y cada pagina debera
ir numerada. El tamafio de los trabajos estard comprendido entre 10 y 30 hojas (DIN A4) incluidas tablas, figuras
y bibliografia y deberdn enviarse por e-mail a cualquiera de las siguientes direcciones: mlsanz@iqog.csic.es,
javier.moreno@csic.es, acsoria@iqog.csic.es

Los trabajos de investigacion no deberan haberse publicado previamente. Antes de su publicacién todos los trabajos serdn
revisados por especialistas en el tema, quienes juzgardn la conveniencia de su publicacién o propondran a los autores las
modificaciones oportunas.

Titulo: Deberd ser conciso y que refleje el tema del trabajo. A continuacion se citard el nombre de los autores con la
direccion completa de cada uno de ellos, incluyéndose también el correo electrénico y teléfono del autor al que debera
remitirse la correspondencia.

Resumen: De 100 a 150 palabras reflejando de forma clara y concisa el propésito y los resultados més relevantes del
articulo. Para los trabajos originales de investigacion, el texto principal seguira el formato tradicional: Introduccién,
Materiales y Métodos, Resultados y Discusion, Conclusiones y Bibliografia.

Bibliografia: Las referencias bibliograficas aparecerdn en el texto entre paréntesis con el apellido de los autores y el afio
(Bianco y Edwards, 2008). Si son mas de dos autores, se citard el apellido del primero seguido por “y col.,” y el afio de
publicacion (Garcia-Pérez y col., 2007). Si se citan varias referencias juntas se separaran por punto y coma (Smith y col.,
1980, Brit y col., 1985). Al final del articulo las refererencias serdn ordenadas por orden alfabético con el siguiente
formato:

1) Hirota, T., Ohki, K., Kawagishi, R., Kajimoto, Y., Mizuno, S. Hypertens. Res. (2007), 30, 489-496.

2) Venter, J. C. “The Emission of Sulfur to the Remote Atmosphere” en The Biogeochemical Cycling of Sulfur and
Nitrogen (J.N. Galloway et al. Eds.). D. Reidel Publishing Co., Dordrech, Holland (1985), p. 346.

Tablas: Se enviardn con un breve encabezamiento y numeradas segun el orden de aparicion en el texto.

Figuras: Se enviardn en un archivo diferente, separadas y numeradas por orden de aparicion en el texto. Las leyendas
deberan ser incluidas al final del articulo a continuacién de la bibliografia.
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2. INFORMACION BIBLIOGRAFICA - ARTICULOS DE INTERES

En esta seccion se incluye una revision de tres articulos recientes y de diferentes autores sobre un tema de interés dentro
del ambito de la Cromatografia y Técnicas Afines. Estas contribuciones serdn remuneradas con 75 euros.

3.NOVEDADES TECNICAS

Las empresas colaboradoras de 1a SECyTA disponen en cada nimero de una pagina gratuita para informar sobre las
novedades de sus productos. La extension mdxima de los originales serd 3 DIN A4 mecanografiados a doble espacio,
pudiéndose incluir algunos graficos y fotografias en blanco y negro (no mas de tres). Deberdn remitirse a la redaccién de
CTA con anterioridad a los dias 1 de mayo (para el primer niimero) y 1 de noviembre (para el segundo).

4. OTRAS SECCIONES

CTA agradecerd toda la informacion que reciba de sus lectores sobre asuntos de interés general dentro del campo de la
cromatografia y técnicas afines (cursos, conferencias, congresos, ofertas de trabajo, informes sobre el trabajo de grupos
espanoles y extranjeros, resefias de libros o cualquier tipo de colaboracién).

Asuvez, CTA publicard, en la medida de lo posible, respuestas de especialistas a todas aquellas cuestiones concretas que
formulen los lectores en relacién con sus problemas en el laboratorio o con asuntos relacionados en general con la
cromatografia y técnicas afines.




SOCIEDAD ESPANOLA DE

CROMATOGRAFIA
Y TECNICAS AFINES

SECYTA

NORMATIVA DE CONCESION DE AYUDAS PARA
LAASISTENCIA A CONGRESOS Y/O REUNIONES

CONDICIONES PARA LA CONCESION DE AYUDAS PARALA
ASISTENCIA A CONGRESOS /REUNIONES DE CARACTER

NACIONAL E INTERNACIONAL (aprobadas por la Junta de Gobierno
de la SECyTA en sesion celebrada el 31 de enero de 2013)

1. Requisitos generales para optar a una beca concedida por la SECyTA.
1.1. Ser miembro de la SECyTA.
1.2. Encontrarse en una de las siguientes opciones:
1.2.1. realizando la tesis doctoral o un trabajo de investigacion de master o equivalente en un centro de investigacion.

1.2.2. en una etapa post-doctoral en un centro de investigacion dentro de los 2 afos posteriores a la lectura de la
tesis doctoral y tener una antigiiedad como socio de la SECyTA de, al menos, 2 afios.

1.3. No ser miembro de la plantilla laboral permanente del centro de investigacion.

2. Regquisitos adicionales para la asistencia a las Reuniones Cientificas de la SECyTA.
2.1. Se podran conceder un maximo de 2 becas por investigador sénior (socio de la SECyTA) inscrito en la Reunion.
2.2. Sélo se podra solicitar una ayuda por comunicacién presentada en la Reunioén.

3. Regquisitos adicionales para la asistencia a Reuniones y/o Congresos Internacionales.
3.1. Encontrarse en una de las siguientes opciones:

3.1.1. realizando la tesis doctoral o trabajo de investigacién de méster o equivalente (como minimo, en su segundo
afio) en un centro de investigacion y tener una antigiiedad minima como socio dela SECyTA de 1 afio.

3.1.2. en una etapa post-doctoral en un centro de investigacién dentro de los 2 afios posteriores a la lectura de la
tesis doctoral y tener una antigiiedad como socio de la SECyTA de, al menos, 2 afios.

3.2. No haber disfrutado de otra beca semejante concedida por la SECyTA durante la realizacién del trabajo de
investigacion.

3.3. Seestablece la necesidad de que se trate de congresos relacionados con el fin de la SECyTA o bien que la SECyTA
figure como colaboradora o coorganizadora del Congreso.

3.4. El solicitante al que se le conceda la ayuda contrae la obligacién de elaborar un informe (en inglés) sobre el
Congreso para su publicaciéon en el Boletin y en la pagina web de la Sociedad. Si se conceden mas de una beca para
la asistencia a un mismo congreso se podra elaborar el informe de forma conjunta.

3.5. Tener aceptada una comunicacion (oral o péster) en el congreso para el que se solicita la beca.

4. Requisitos adicionales para la asistencia a Reuniones y/o Congresos patrocinados por la SECyTA.
4.1. Ser miembro de la SECyTA con una antigiiedad superior a 1 afio.
4.2. No haber disfrutado de otra beca semejante en el mismo afio natural.

4.3. El solicitante al que se le conceda la ayuda contrae la obligacion de elaborar un informe (en inglés) sobre el
Congreso para su publicacion en el Boletin y en la Pagina Web de la Sociedad. Si se conceden mas de una beca
para la asistencia a un mismo congreso se podra elaborar el informe de forma conjunta.

4.4. Tener aceptada una comunicacion (oral o pdster) en el congreso para el que se solicita la beca.

La solicitud junto con la documentacién requerida debe enviarse ala SECRETARIA de la SECyTA:
Dra. Belén Gomara
Departamento de Andlisis Instrumental y Quimica Ambiental
Instituto de Quimica Organica General, CSIC
Juan de la Cierva, 3. 28006-Madrid (Espafia)
Tel. 91-5618806 (ext. 385). Fax: 91-5644853. e-mail: secretaria.secyta@ gmail.com

Para mds informacion sobre las becas para la asistencia a congresos y para acceder a los documentos necesarios, consultar
la pagina web de la SECyTA.




Si desea hacerse socio de la SECyTA rellene y envie el siguiente boletin de inscripcion, acompanado
de la correspondiente autorizacion bancaria a:

Dra. Belén Gémara

Departamento de Andlisis Instrumental y Quimica Ambiental

Instituto de Quimica Orgénica General, CSIC

Juan de la Cierva, 3

28006-Madrid (Spain)

Tel. 91-5618806 (ext. 385)

Fax: 91-5644853

e-mail: secretaria.secyta@ gmail.com

Cuota anual: 30€

« Sefiale la casilla[ | correspondiente a la direccion en la que desea recibir la correspondencia.

« Puede efectuar el pago de la cuota del primer afio mediante cheque bancario (adjuntdndolo a esta solicitud)
mediante cheque bancario (adjuntdndolo a esta solicitud) o mediante ingreso/transferencia a la Cuenta
Corriente del Banco BBVA: ES13 01824162 2702 0153 0059 (Sociedad Espaiiola de Cromatografiay
Técnicas Afines). Debe figurar en el ingreso o transferencia: “ALTA SECYTA + nombre y primer apellido
del Socio”

« {Autoriza a incluir su correo electrénico en la pigina Web de la SECyTA? SI NO
(Tache lo que NO proceda)

« (Autoriza incluir sus datos de contacto en la seccién “Nuevos Socios” del Boletin de la SECyTA? SI NO
(Tache lo que NO proceda)

SOCIEDAD ESPANOLA DE CROMATOGRAFIA Y TECNICAS AFINES

HOJA DE INSCRIPCION

DINI ..o

IMUNICIPIO .vieniieeeiie ettt et et ettt tee st e et eeaeeseeeesaneesaaees Provincia........cccoevveeeieenniiinieeieeeeeieee
Codigo postal ......cccvvevveerieencieennnennn
Teléfono .....cceeeveeeeeennennn... Corre0 eleCtrONICO ...uvvvveeeeeeerieeeeeeeeeieeeenen.

IMUNICIPIO .veeiieeeiiieeite et ettt ettt e et esatesareesaaeesaaees Provincia........cccoeeeeeciinnieenieeieceeeieee
Coédigo postal ......cccvvevveerveencieennnnn.
Teléfono ......ceeeveeevvennnnenne.. FAX e Correo electroniCo ......c.ueeveeeeeeeecvveeeeeeeeennns

Banco/Caja de ANOTITOS .....ueieuiiiiieiie ettt ette e tte e rtte e st e e et essbeessbeeetaeeateeenseesnseesnseesnseeansaeenssessssesnsseenns
SUCUTSAL ..ottt e et e e e e e e e e e e eeeesaaeeeeeeeeeaaaeseeeeeseasseaneeeeseansaseeeeeseennssseneeeseeennsrnneeees
DITECCION v e e e e e e e e Ciudad.....cc.eveeeeieieeiieeeeeeeeeeeee
5 RO
CON AOMUCIIIO @1 ..c.iiiiiiiieeceeeitite e e e eeectt e e e e eeette e e e e e eeeabaaeeeeeeeetarasaeaeeeeaasssseeeeeeaassssaeeseeenssssseeeeeesasrsseeaeeens
Y con IBAN ES [/ 0 g ]

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 seran presentados al cobro por la Sociedad
Espafiola de Cromatografia y Técnicas Afines.

Atentamente le saluda,

Firma:



mailto:secretaria.secyta@gmail.com | e-mail de la Secretar�a
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XEVO
LA RESPUESTA DEFINITIVA

A TODOS SUS PROBLEMAS CUANTITATIVOS

;Necesita la robustez demostrada de Xevo TQD? sLa sensibilidad

mejorada del Xevo TQ-S micro? O quizas sus andlisis complejos

requieren el alto rendimiento del Xevo TQ-S con la tecnologia
StepWave. Encuentre el sistema MS/MS que se ajusta mejor a las

actuales y futuras necesidades de su laboratorio en waters.com/XEVO

XEVO TQ-S

XEVO TQD

Woaters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIBLE.”

- PHARMACEUTICAL = HEALTH SCIENCES = FOOD = ENVIRONMENTAL = CHEMICAL MATERIALS

©2015 Waters Corporation. Waters, Xevo y The Science of What's Possible son marcas registradas de Waters Corporation. StepWave es una marca comercial de Waters Corporation.






