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EDITORIAL

La vida del GCTA durante el dltimo afio ha estado marcada por los congresos. Vivimos todavia de la resaca
del HPLC’99 que se celebré en Granada a finales de mayo de 1999 donde celebramos nuestra reunién anual
pero ademds, asistimos como grupo a las Jornadas de Anélisis Instrumental, las JAI, que tuvieron lugar en
noviembre en Barcelona. Ahora nos encontramos a las puertas de nuestra XXIX Reunién que se celebrard en
Alcal4 de Henares dentro de unos dias. Después de dos reuniones compartidas con otras sociedades cientificas
y celebradas en un afio me parece que es estimulante tener una reunién circunscrita a los socios del grupo. La
Junta Directiva se ha planteado en diversas ocasiones la politica en relacién a los congresos y reuniones y cree
que es conveniente alternar reuniones conjuntas con otros grupos nacionales o extranjeros con reuniones de los
socios, evidentemente abiertas a la participacién extranjera. Las primeras permiten conocer de primera mano
las innovaciones y aplicaciones de la cromatografia y otras técnicas de separacion y establecer contactos con
colegas de otros paises mientras que las segundas facilitan tanto la colaboracién entre los miembros del grupo
como la discusién y andlisis de los objetivos de nuestra sociedad, temas mads dificiles de abordar en reuniones
compartidas.

La XXIX Reunién del GCTA corresponde a este 1iltimo tipo, tiene un programa amplio con seis conferen-
cias plenarias que se han programado con el fin de dar a conocer el estado del arte, las innovaciones més recien-
tes y las perspectivas futuras de las técnicas de separacién. Asi por ejemplo se tratardn temas como la precon-
centracién on-line en microcolumnas, la miniaturizacién en cromatografia de liquidos acoplada a la espectro-
metria de masas, nuevos sistemas de deteccion o el acoplamiento de las técnicas de separacion a la resonancia
magnética nuclear. Se han programado ademés dos mesas redondas, una sobre deteccién en columnas capila-
res, relacionada con algunas de las conferencias plenarias y la otra sobre separaciones quirales. A este tema le
dedicamos hace algunos afios una jornada de nuestra reunién que espero ayudard su implantacién en nuestro
pais. Ademds de las conferencias plenarias, en la reunién se presentardn comunicaciones orales y carteles y
habrd una exhibicién comercial.

Como os decia en el tltimo editorial ya tenemos actualizado el listado de socios, tarea que nos ha llevado
mads de un afio de trabajo. Ahora, y este va a ser uno de los objetivos prioritarios de la nueva Junta de Gobierno,
vamos a potenciar la web del grupo ya que hoy en dia una sociedad dindmica como la nuestra requiere disponer
de una web también dindmica que permita un contacto 4gil entre los socios. Este es un tema prioritario para los
préximos meses.

Faltan pocos dias para la reunién en Alcald y supongo que tendréis las comunicaciones preparadas. Os
animo a asistir a nuestra Reunién en la seguridad de que va a ser un éxito como se desprende del niimero de
restimenes presentados, mds de 200. Os recuerdo que en el marco del congreso se va a celebrar la Asamblea
anual de socios, todos habréis recibido ya la convocatoria y el orden del dia. Ademads en esta asamblea se van a
celebrar las correspondientes elecciones de los miembros de la Junta Directiva. Finalmente sélo me queda el
desearos un buen viaje a Alcald donde espero saludaros personalmente.

M. T. Galcerdn
Presidenta del GCTA




ARTICULOS

Cromatografia y Técnicas Afines

Cromatografia de perfusion: principios y aplicaciones

M. C. Garcia, M. Torre y M. L. Marina

Departamento de Quimica Analitica, Facultad de Ciencias, Universidad de Alcald,

28871 Alcald de Henares (Madrid).

Introduccion

La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) ha
sido una de las técnicas mds importantes en el andlisis de
biomoléculas. especialmente proteinas. Sin embargo, en
cromatografia con fases estacionarias convencionales
(Figura 1). aunque el transporte de las moléculas de solu-
to hasta la particula de fase estacionaria se produce por
conveccion y constituye una etapa rapida. una vez alli, las
moléculas de soluto difunden hacia el interior de las par-
ticulas de fase estacionaria. lo cual constituye un proceso
muy lento, especialmente en el caso de péptidos y protei-
nas que presentan elevados pesos moleculares y por
tanto. bajos coeficientes de difusién (1). Como conse-
cuencia de ello. las moléculas que se encuentran en la
corriente convectiva o que estdn unidas a la superficie
exterior de las particulas de fase estacionaria pueden eluir
antes que aquéllas que estdn difundiendo en el interior de
las particulas. lo cual se traduce en un aumento del ensan-
chamiento de las bandas cromatogréficas. Ademas, la
capacidad de carga puede verse afectada debido a que
parte de la muestra podria pasar a través de la columna
antes de que todos los grupos funcionales estuvieran ocu-
pados (1-3).

Una forma de favorecer el transporte de materia en
HPLC es aumentar la permeabilidad de los rellenos
mediante la utilizacion de particulas que presenten poros

Cromatografia convencional Cromatografia de perfusion

Figura 1. Esquema de una particula de fase estacionaria convencional y
una particula de fase estacionaria de perfusion. Reproducido con permi-

so(l).

de gran tamaio conectados entre si por poros de menor
tamafio. Existen diferentes soportes cromatogrificos que
presentan esta estructura.

Los rellenos de agarosa con superporos contienen
dos tipos de poros: los poros difusivos caracteristicos
de este tipo de rellenos de agarosa y unos poros de gran
tamaino denominados superporos (con un tamafo com-
prendido entre 7-170 nm) que posibilitan que parte del
flujo cromatografico atraviese cada particula (4, 5).

Los rellenos de una pieza de un sélido poroso son otro
tipo de soportes con estructura biporosa y se preparan por
compresién o directamente por polimerizacién de los
mondmeros en la columna cromatogrifica. Estos rellenos
presentan un sistema de poros difusivos de un tamafio
comprendido entre 2-30 nm (si el sélido es de silice) o de
aproximadamente 0.15 ym (si el sélido es de un polimero
orgdnico) y unared de canales de tamaiio relativamente
elevado y comprendido entre 0.5 v 8 pm (6-11).

Durante el periodo de 1989 a 1991, surgié una nueva
técnica de cromatografia liquida de alta eficacia que se
denomind cromatografia de perfusion porque estaba
basada en un mecanismo similar al que se da en las arte-
rias y capilares por el cual se transportan los nutrientes a
las células (12, 13). En efecto. en cromatografia de perfu-
sién las particulas de fase estacionaria estdn disefiadas
para permitir un mejor acceso de las moléculas de soluto -
al interior de éstas a través de poros de dos tamanios dife-
rentes: poros grandes de didmetro comprendido entre
6000 y 8000 A. que atraviesan la particula de fase esta-
cionaria de parte a parte. y, en consecuencia, permiten el
transporte de las moléculas de soluto en el interior de ésta
por conveccidn. y poros pequefios. con un tamaio de
poro de 800 a 1500 A. que interconectan los anteriores.
proporcionan una gran capacidad de carga vy en los cuales
el transporte de las moléculas de soluto tiene lugar por
difusion (Figura 1) (1). De esta manera, las moléculas de
soluto viajan por conveccion por la columna hasta alcan-
zar la particula de fase estacionaria, tal y como ocurria en
cromatograffa con fases estacionarias convencionales.
Una vez alli, las moléculas de soluto atraviesan las parti-
culas mediante una combinacidn de transporte convecti-
vo y difusivo. acelerando asi el transporte de las molécu-
las. En consecuencia (1-3, 12-15):

—Laresolucion y la capacidad de carga de la columna
son independientes del flujo de fase mévil. siendo posible
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la utilizacién de elevados flujos y la reduccion drdstica de
los tiempos de analisis.

— Debido a las interacciones que tienen lugar entre las
moléculas de soluto y la fase estacionaria en cromatogra-
fia con fases estacionarias convencionales, las proteinas
se desnaturalizan y las biomoléculas, en general, quedan
danadas. Como consecuencia de la reduccién de los tiem-
pos de andlisis que se da en cromatografia de perfusion. el
tiempo de residencia de las moléculas en la columna cro-
matografica es menory la pérdida de actividad biolégica
también.

— La disminucion de los tiempos de andlisis permite la
reduccion del coste de los procesos cromatogrificos a
escala preparativa.

La cromatografia de perfusion constituye. por tanto,
una interesante alternativa al problema del transporte de
materia de los solutos y supone un gran avance en la sepa-
racion y purificacion de proteinas, péptidos y nucledtidos
a escala analitica y preparativa.

Caracteristicas de los rellenos perfusivos

Los rellenos de perfusion deben poseer una adecua-
da estabilidad mecdnica y quimica. Aunque en un prin-
cipio materiales como la alimina. la silice o incluso la
hidroxiapatita podrian utilizarse para este fin. normal-
mente la matriz de los rellenos de perfusion estd consti-
tuida por poliestireno entrecruzado con divinilbenceno
(16). Este polimero presenta una gran estabilidad meca-
nica y quimica, pudiendo soportar presiones de hasta
170 bares. pHs entre 1 y 14, elevadas fuerzas iénicas (0-
3 M) y temperaturas de hasta 80 °C. Asimismo, es posi-
ble trabajar con una gran variedad de disolventes (0-
100% de agua. alcoholes, acetonitrilo, etc.) y de aditivos
(urea (hasta 8 M). guanidina/HCI (hasta 6 M), etilengli-
col. agentes tensioactivos, etc.) (2, 13, 17). El didmetro
de las particulas de fase estacionaria se elige en funcién
de la aplicacién: asi, de los tres didmetros de particula
que normalmente se comercializan (10, 20 y 50 pm),
cuando se pretende llevar a cabo una separacion a escala
analitica con elevada resolucion se suele utilizar el de
10 um, pero si lo que se quiere es hacer una separacién a
escala preparativa. se deben utilizar particulas de fase
estacionaria de mayor tamafio (20 o 50 ym) (16). La
capacidad de carga de los rellenos perfusivos varia en
funcion del modo cromatogréfico utilizado. En fase
inversa, en cuyo caso la matriz no sélo hace de soporte
sino también de la propia fase estacionaria (14), la capa-
cidad de carga es aproximadamente un 50% de la de los
soportes convencionales, lo cual se considera aceptable
cuando se trabaja a escala analitica y semipreparativa.
pero constituye una importante limitacién cuando se
trabaja a escala preparativa. Atendiendo a esta necesi-
dad. PerSeptive Biosystems ha lanzado un nuevo tipo
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de rellenos de perfusién en fase inversa modificando la
morfologia del poro e incorporando un mayor nimero
de poros difusivos. Este tipo de soportes perfusivos
presenta una capacidad de carga que es entre 2 y 4
veces mayor (13). En el caso de otros modos de separa-
cidén (intercambio i6nico, afinidad, etc.), la capacidad
de carga es entre un 75 y un 125% la de los soportes
convencionales.

Para obtener fases estacionarias adecuadas para traba-
jar en otros modos cromatograficos, la matriz se ha de
recubrir con una fina pelicula de un copolimero (< 80 A)
que estd compuesto por al menos tres especies monome-
ricas, cada una de las cuales con una funcion diferente.
Uno de los monomeros se utiliza para unir el copolimero
a la matriz soporte y previene la erosion del recubrimien-
to: otro mondémero tiene la funcién de unir los grupos
funcionales del copolimero a la fase estacionaria y el ter-
cer monomero entrecruza las cadenas del copolimero
para formar una superficie impermeable (3, 13). En esta
pelicula, rica en grupos hidroxilo, se sustituyen los gru-
pos funcionales en funcién del modo de separacion: inter-
cambio i6nico. interaccién hidrofébica v afinidad (3).

El modo de intercambio aniénico se utiliza en la sepa-
racién de muchas proteinas debido a que la mayoria de
ellas presenta una carga neta negativa a pH fisiolégico.
Los grupos funcionales asociados a los intercambiadores
anionicos que se encuentran comercialmente disponibles
son aminas cuaternarias o polietilenaminas, Los inter-
cambiadores catidnicos, por otro lado, se suelen utilizar
para separar hormonas polipeptidicas que normalmente
estdn cargadas positivamente. En este caso. los grupos
funcionales asociados a los intercambiadores catiénicos
que estdn disponibles comercialmente son el sulfopropi-
lo, el sulfoetilo o el carboximetilo (14, 15). Nash y Chase
(18) hicieron un estudio comparativo de soportes perfusi-
vos y convencionales en el modo de intercambio i6nico
para llevar a cabo la separacion de proteinas, encontrando
que a escala analitica, los soportes perfusivos proporcio-
naban mejores resoluciones y eran mas adecuados que los
soportes convencionales.

La interaccién hidrofébica es un modo cromatografi-
co utilizado cada vez con mds frecuencia. Este modo es
ideal para separar proteinas que se encuentran en medios
con elevada concentracién salina o cuando son muy sus-
ceptibles de desnaturalizacion. Los grupos funcionales
asociados son el fenilo, el feniléter, el butilo o el éter (14,
15).

La cromatografia de afinidad constituye una impor-
tante herramienta para la separacién y purificacion de
biomoléculas. Este modo cromatogrifico se basa en la
diferente afinidad que presentan las biomoléculas por
ligandos bioespecificos o por iones metdlicos pesados
(afinidad metal-quelato). Las biomoléculas de interés se



separan del resto de las moléculas que las acompaiian al
unirse a los ligandos que se encuentran inmovilizados en
la superficie de los poros en el interior de las particulas
(19). Existe una amplia seleccion de ligandos bioespecifi-
cos (anticuerpos, proteinas, péptidos, dcidos nucleicos y
carbohidratos). que pueden ser inmovilizados en la super-
ficie interna del poro siguiendo tres mecanismos diferen-
tes (14, 19), en los cuales el ligando:

— $€ une a un agente entrecruzante como es el dimetil-
pimelimidato. o

- se une covalentemente a la superficie de la particula
activada por derivatizacion con un grupo aldehido, epoxi
o hidrazida, o

—se inmoviliza a una superficie activada con avidina.

Ademas de ser mucho mas ripida que las técnicas
convencionales de ELISA. la cromatografia de perfusién
de afinidad es extremadamente reproducible (1). Una
variacion de estos soportes perfusivos son los rellenos de
afinidad metal-quelato en cuyo caso. el ligando es un
metal. En este tipo de soportes, el dcido imidodiacético
actia como agente quelatante y el ion metdlico se une a
¢l modificando su selectividad. Los iones metdlicos del
Zn. Cu, Co v Nison los més utilizados para este fin (14).

PerSeptive Biosystems ha desarrollado recientemente
un inmunoensayo basado en la tecnologia de la cromato-
grafia de perfusion. La InmunoDeteccién (ID) permite
llevar a cabo un inmunoensayo en un cartucho en cuyo
interior se ha inmovilizado un anticuerpo de interés y a
través del cual se hace pasar una disolucién que contiene
la biomolécula que se quiere separar. En contraste con los
métodos tradicionales desarrollados en placa y que
requerfan horas e incluso dias. el ensayo por ID propor-
ciona tiempos de andlisis comprendidos entre 30 segun-
dos v 3 minutos, lo cual permite trabajar en tiempo real
(12,19-21).

También existen columnas de perfusién para trabajar
en el modo de cromatografia de interaccion hidrofila. La
superficie de los rellenos utilizados es hidréfila y a dife-
rencia de la cromatografia convencional en fase normal,
la superficie del soporte no estd cargada. Este modo cro-
matografico se utiliza para separar biomoléculas dema-
siado hidréfilas como para ser separadas en fase inversa
(14).

La cromatografia de perfusién no se ha utilizado en el
modo de exclusién molecular debido a que el transporte
por conveccion en el interior de las particulas podria afec-
tar a la difusion que se necesita para que tenga lugar la
separacion de las moléculas en funcién de sus tamanos
(14,15.17,22).

Teoria de la cromatografia de perfusion

Para poder explicar de manera tedrica la dindmica de
los solutos en los soportes perfusivos se han desarrollado
varios modelos matemadticos. Los tres principales grupos
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de investigacién que han dedicado parte de su trabajo a
estos estudios son los de Afeyan. Rodrigues y Liapis.

Afeyan y col. (22) supusieron que la fuerza conducto-
ra del flujo perfusivo a través de la particula era el gra-
diente de presion a lo largo de la columna. que imponia
una diferencia de presién (dP/dx), a través de la particula.
Segtin esto. el flujo a través de una particula permeable se
podia modelizar utilizando las ecuaciones que se emplea-
ban para determinar el flujo a través de una columna, aun-
que el flujo exacto a través de la particula estaba influido
por la distribucidn de la presion alrededor de la particula
que a su vez dependia de las particulas vecinas. Para ela-
borar este modelo. Afeyan y col. partieron de una serie de
hipotesis:

— las particulas se comportan como un grupo de parti-
culas empaquetadas (microesferas), de manera que los
canales son el espacio intersticial entre las microesferas.

— la caida de presién a través de la columna se debe
tinicamente al flujo intersticial alrededor de la particula.

A partir de estas suposiciones, estos autores desarro-
llaron una serie de expresiones que permitian describir de
manera sencilla la velocidad lineal. el transporte de mate-
ria, la eficacia y la capacidad de carga en los soportes per-
fusivos. Segiin estos estudios. la eficacia cromatografica
en el régimen de perfusion era independiente de la veloci-
dad superficial y sélo dependia del didmetro de la particu-
la. mientras que en cromatografia con fases estacionarias
convencionales dependia del flujo de fase mévil y del
cuadrado del didametro de la particula.

Por otro lado, Rodrigues y col. (23) desarrollaron un
modelo matemdtico que permitia explicar el aumento de
la difusividad efectiva con el flujo en este tipo de materia-
les porosos, llegando a la conclusién de que esto se debia
al flujo convectivo en el interior de la particula. Este estu-
dio. que en un principio se aplico al disefio de catalizado-
res porosos, se utilizé para explicar como afectaba el
transporte de materia por conveccion en el interior de una
particula a la eficacia de la separacién en cromatografia
de perfusién. El modelo matemadtico desarrollado estaba
basado en las siguientes suposiciones:

—en la particula, el transporte de materia se da por
difusién y conveccion,

— para facilitar los cdlculos se supone que el soporte
presenta una geometrja plana.

Como resultado de estos estudios se llegd a una nueva
expresion para la altura equivalente de plato tedrico (H)
para soportes perfusivos (diferente de la que se utilizaba
en cromatografia convencional), en la que se mostraba
claramente la contribucion de la conveccion del soluto en
el interior de la particula y a partir de la cual era posible
apreciar, de nuevo, que en los soportes perfusivos H era
independiente del flujo (24, 25). Este modelo se aplicé al
estudio de los mecanismos de transferencia de materiaen




rellenos de perfusién de intercambio iénico para diferen-
tes proteinas (seroalbimina bovina, mioglobina y ovoal-
btimina) (26-28). En estos trabajos, Rodrigues siguid la
siguiente metodologia (29):

— Estudio de los mecanismos de transferencia de
materia en el interior de una particula en ausencia de
adsorcion. Para ello. se llevaba a cabo la elucién de las
biomoléculas en condiciones de no retencion y se calcu-
laba la eficacia en funcién del flujo de fase mévil. Estos
resultados se completaban con el estudio de las caracte-
risticas de las particulas de fase estacionaria y con medi-
das directas del flujo convectivo en el interior de éstas.

—Medida de las isotermas de adsorcién para obtener
informacidn bdsica a cerca de la capacidad adsorbente de
los soportes. Estos estudios se podian realizar mediante
técnicas de equilibrio estédtico o a partir de experimentos
dindamicos utilizando cromatografia frontal.

— Por tltimo. la modelizacién de columnas de HPLC
y la validacion del modelo permitian el disefio de colum-
nas cromatogrificas en condiciones distintas de las utili-
zadas en el laboratorio.

Liapis y col. desarrollaron otro modelo matematico
para explicar la dindmica del proceso de adsorcién de las
moléculas de soluto en rellenos de perfusién (30, 31). En
primer lugar, definieron “la cromatograffa de perfusion™
como cualquier sistema cromatogréfico en el que la velo-
cidad de conveccion del soluto en el interior de la particu-
la no fuera cero. En el desarrollo del modelo se tuvieron
en cuenta los mecanismos de transferencia de materia en
el interior de la particula, ademads de la transferencia de
materia que tiene lugar durante la interaccion de las molé-
culas de soluto con los grupos activos que se encuentran
en la superficie de las particulas. Este modelo se utilizé
para estudiar el comportamiento dindmico de sistemas
con uno (30) y mds de un (31) componente en columnas
cromatograficas con rellenos perfusivos y convenciona-
les con diferente tamaiio de particula, longitud de colum-
na, velocidad superficial de fase mévil y diferentes valo-
res de eficacia y nimero total de grupos activos por uni-
dad de volumen de relleno.

Con el propésito de profundizar en el estudio del
comportamiento dindmico en los rellenos de perfusion,
Liapis y col. consideraron las particulas perfusivas como
estructuras porosas bidispersas que presentaban una
regidn macroporosa en la que el transporte de materia
tenia lugar por conveccién y difusion, y una regién
microporosa que estaba constituida por microparticulas
esféricas en las que el transporte de materia se daba tini-
camente por difusion (32). Este nuevo modelo matemati-
¢0 (33-37) se utilizd para describir sistemas con uno y
mads de un componente en columnas empaquetadas con
rellenos esféricos perfusivos y con rellenos esféricos con-
vencionales. En esta ocasion, ademads de los mecanismos
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de transferencia de materia en el interior de la particula y
el que tiene lugar durante la interaccion de las moléculas
de soluto con los grupos activos de la superficie de las
particulas, también se tuvo en cuenta la transferencia de
materia por difusién en la region microporosa. Aunque
este modelo podia describir de forma satisfactoria el
comportamiento dindmico de los solutos en los rellenos
perfusivos. los pardmetros del modelo que caracterizan el
mecanismo de transferencia de materia en el interior de la
particula no podian ser determinados mediante medidas
directas, sino por comparacion de los datos experimenta-
les con las predicciones del modelo (38-40). Esto era
debido a que en este modelo las caracteristicas estructura-
les de los poros se agrupaban en un factor empirico deno-
minado tortuosidad. Poreso. no era posible entender de
qué manera afectaban las caracteristicas estructurales de
los poros al flujo en el interior de la particula v a la difu-
sion en los poros de estas particulas (41-43). A este res-
pecto. Mevers v Liapis (41) desarrollaron un modelo que
permitia relacionar las caracteristicas de las particulas
porosas con la velocidad superficial.

Staby v Mollerup (44) también llevaron a cabo estu-
dios con el fin de modelizar la retencién de los solutos en
los rellenos perfusivos. En estos trabajos. se determing la
retencion de proteinas en matrices perfusivas de interac-
cion hidrofébica a escala semipreparativa.

A partir de estos estudios matemdticos, se obtuvieron
una serie de expresiones muy ttiles cuando se trabaja con
rellenos perfusivos. Estas expresiones se agrupan en la
Tabla 1.

Para determinar la velocidad lineal a través de una
particula perfusiva, se trata ésta como si fuera un lecho de
particulas empaquetadas (22). La correlacion de Blacke-
Kozeny permite relacionar la permeabilidad (B) de una
columna empaquetada con su fraccién vacia o desocupa-
l:la‘{Elechu):

3
E lecho

__ Elecho (1)
150 (1-€jppp0 )

siendo:

B= Njecho
2 d_PJ

()‘.f.d.\'

(2)

Como se supone que la fuerza conductora del flujo
perfusivo a través de la particula es el gradiente de pre-
siénalo largo de la columna, el flujo a través de una par-
ticula permeable se puede modelizar mediante las ecua-
ciones que se utilizan para determinar el flujo a través de
una columna. De acuerdo con esto, el flujo a través de una
particula perfusiva se puede describir segtin (22):
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Tabla 1. Ecuaciones fundamentales en cromatografia de perfusion.

Velocidad lineal a través de una particula perfusiva

2 dP
E"’pnm'rm’a a’m { I ) (1 - Elocho!

Uporo =

=
150(1- E_:Jw'n't'u!{: all
- a . g — - & - ”PU}'{) f{f}
Coeficiente de difusividad efectiva Dy = =9
: o 2d,
Altura equivalente de plato tedrico H=C—_—P
K

Capacidad de carga

_ 30(1- gt'erhnj Lk

d,

dP
dv Jl= Elocho)

__']
de f(

m

Uporo = (3)
# n g;am'n': ula

Determinando By, a partir de la ecuacién de Blacke-
Kozeny y sustituyendo en la ecuacion (3) se obtiene la
expresion que aparece en la Tabla | para determinar el
flujo a través de una particula perfusiva. Asimismo,
mediante la combinacién de las ecuaciones (2) y (3). se
puede encontrar la siguiente relacién entre el flujo en los
poros grandes y el flujo de fase moévil a través de la
columna:

Uy By d (I=Eihie)
;r:_,r'_ﬂra lech (4)

Uiecho B d il gpdm'rnh:

A partir de esta ecuacidn se puede estimar que la velo-
cidad lineal media de la fase movil a través de un poro de
7000 A en una particula de 10 ym es el 5% de la veloci-
dad lineal media a través del lecho de la columna croma-
tografica. Es decir, para una velocidad lineal de 1000
cm/h a través del lecho de la columna, la velocidad lineal
en los poros grandes sera de 50 cm/h (22).

Por otra parte, la relacién entre el flujo convectivo y el
difusivo viene dada por el nimero de Peclet:

{

h‘[{’r’”]‘} ¢ P
2D

Pe = (5)

donde el numerador representa el flujo por conveccion y
el denominador el que se da por difusién. En cromatogra-

fia convencional. Pe < 1. y cuando se trabaja en el régi-
men de perfusién Pe >> 1 (22). Las ecuaciones que rigen
el transporte de materia en cromatografia con fases esta-
cionarias convencionales sélo tienen en cuenta el trans-
porte por difusion. Para que estas ecuaciones sean validas
en cromatografia de perfusion, es necesario que sean
modificadas, de manera que el transporte por conveccion
en el interior de las particulas quede representado. De
esta forma, el coeficiente de difusividad efectiva en el
interior de un poro de una particula perfusiva se puede
calcular a partir del coeficiente de difusién del soluto en
el interior del poro y de un factor que tiene en cuenta la
conveccion dentro del poro (22):

-
D{j{f:D+__Fi‘;f_f_’_ (6)

A flujos muy bajos (Pe < 1), la transferencia de mate-
ria en la particula perfusiva es similar a la que se da en
una particula de fase estacionaria convencional y D g=
D. Sin embargo, cuando se alcanza el régimen de perfu-
sion (Pe >>1), ladifusividad efectiva viene expresada a
partir de la ecuacion que se muestra en la Tabla I.

En cuanto a la eficacia, para una columna empaqueta-
da y porosa ésta viene expresada a través de la ecuacién
de Van Deemter: :

b
H=a+——+cuy,
lecho

(7)

cho

El dltimo término es la principal contribucién al
ensanchamiento de las bandas cromatogrificas cuando el




flujo de fase madvil es elevado, de manera que en estos
casos. H se puede expresar de la siguiente manera (22,
25):

2
'] dp Hipcho

Deff

=C

(8)

En cromatografia de perfusion, sin embargo. la difusi-
vidad efectiva depende de la velocidad en el interior del
poro, que a su vez depende de la velocidad superficial de
la fase mévil en la columna. Haciendo las operaciones
matematicas pertinentes. se puede llegar a la expresion
para la altura equivalente de plato tedrico en régimen per-
fusivo que se muestra en la Tabla 1. A partir de esta expre-
sidn, es posible afirmar que la eficacia de los rellenos de
perfusion es independiente del flujo de fase mévil y sélo
depende del didmetro de la particula. Este hecho es espe-
cialmente importante cuando se trabaja a escala prepara-
tiva, ya que permite utilizar flujos de fase mévil elevados
con buenas eficacias y sin aumentar la caida de presion en
el sistema.

En la Figura 2 se representa la altura reducida de plato
en funcién del flujo de fase movil para la seroalbimina
bovina en el modo de intercambio i6nico en una columna
de perfusién y en un soporte convencional del mismo
tamano de particula. A partir de esta representacion se
pueden extraer las siguiente conclusiones (22):

Altura reducida de plato

100} Cromatografia convencional

Cromatografia de perfusion

o : L P . i
0 1 2 3 4 5

Flujo de fase movil (cmv/h) x 10°

Figura 2. Comparacién de la altura reducida de plato para la seroalbii-
mina bovina en columnas de intercambio iénico en funcién del flujo de
fase movil en un soporte perfusivo (POROS Q/M. 30 x 2.1 mm L.D.. d,..
20 jpm) y en un soporte convencional de 1000 A (30 x 2.1 mm 1.D.; d,,
20 pm). Reproducido con permiso (22).

— Los soportes perfusivos presentan eficacias mucho
mayores a elevados flujos de fase mévil que los rellenos
convencionales.

— Cuando se trabaja con soportes perfusivos, la altura
reducida de plato sélo depende ligeramente del tlujo.
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Por iltimo, la capacidad de carga de una columna
depende de diferentes pardmetros como la velocidad de la
fase mévil. la transferencia de materia, pardmetros cinéti-
cos relativos a la adsorcion, la concentracién de soluto
que se inyecta, el tiempo y la concentracion de satura-
cion. En cromatografia con fases estacionarias conven-
cionales, al aumentar el flujo de fase movil. disminuye la
probabilidad de que las moléculas de soluto sean reteni-
das y el soluto emerge de manera prematura de la colum-
na (22). En cromatografia de perfusion, sin embargo, la
transferencia de materia es independiente de la velocidad
superficial de fase mévil v viene expresada a partir de la
ecuacion que se muestraen la Tabla 1.

Aplicaciones de la cromatografia de perfusion

Desde la aparicién de la cromatografia de perfusion,
han sido numerosos los trabajos en los que se ha utilizado
este tipo de rellenos. Ello se debe fundamentalmente a
que esta técnica permite llevar a cabo separaciones en
tiempos de andlisis significativamente inferiores a los
que se obtenian cuando se trabajaba con otras técnicas
cromatogrificas e inmunoquimicas. En efecto, la posibi-
lidad de llevar a cabo separaciones cromatogrificas en
cortos tiempos de andlisis afecta al desarrollo de los
métodos cromatogrificos. siendo posible el estudio de la
influencia de muchas variables que anteriormente no
podfan ser tratadas en profundidad debido a las limitacio-
nes de tiempo (2). Ademds. el hecho de poder obtener una
respuesta cromatografica mas rapidamente, aumenta el
nimero de muestras que se puede analizar por unidad de
tiempo, siendo posible la utilizacién de esta técnica para
llevar a cabo andlisis de rutina (2) y facilitando enorme-
mente el seguimiento en tiempo real de procesos biolégi-
cos (1, 13).

Esta reduccion de los tiempos de andlisis, unida a la
elevada capacidad de carga de los rellenos perfusivos,
también ha permitido la purificacién y aislamiento de
biomoléculas a escala preparativa con un rendimiento y
reduccidn de costes considerables (1, 2).

Por otra parte, la pérdida de actividad bioldgica de las
biomoléculas estd relacionada con el tiempo de perma-
nencia de éstas en el interior de la columna cromatografi-
ca. La reduccion de los tiempos de andlisis en cromato-
grafia de perfusion se traduce, por tanto, en una disminu-
cion de la pérdida de actividad biolégica. lo cual constitu-
ye frecuentemente un reto importante cuando se trabaja
en el campo de las ciencias de la vida (2).

En la Tabla 2 se han agrupado las condiciones experi-
mentales en las cuales se han realizado los trabajos
encontrados en la bibliografia en los que se ha utilizado la
cromatografia de perfusién, Como se puede observar en
esta Tabla, las separaciones se pueden dividir en dos gru-
pos: un primer grupo que engloba las aplicaciones enfo



Tabla 2. Aplicaciones de la cromatografia liquida de alta eficacia de perfusién a la separacién de biomoléculas.
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Flujofase  Tiempo de
Modo e R 5 G 5 zd Loy
- Columna maovil analisis Tipo de elucion. Fase mévil Aplicaciones Ref.
cromatogrifico . S
(mL/min) (min)
Fase Inversa POROS R/M > 0.2 Gradiente: 20-50% Ben 24 s. Separacion de una mezcla de proteinas 43
Fases moviles: A, 0.1% TFA enagua; (ribonucleasa A. citocromo c¢, lisozi-
B.0.1% TFAen ACN. ma, ovoalbimina y B-lactoglobulina)
en cortos tiempos de andlisis.
Fase Inversa POROS R2/ 1 <10 Gradiente: 0-20% B en 8 min: 20-50%  Separacién y cuantificacion rapidade 46
Ben | min: 50% B durante | min. nucledtidos y dinucledtidos.
Fases moviles: A, hidrogenosulfato de
tetrabutilamonio 2 mM + hidrogeno-
fosfato potdsico 10 mM en agua (pH
7.4): B. hidrogenosulfato de tetrabuti-
lamonio 2 mM en 20:80 agua/ACN.
Fase Inversa POROSITR/M 5 3 Gradiente: 18-28% B en 5 min. Purificacion y andlisis de un péptido 47
Fases moviles: A, 0.1% TFA en agua:  de interés biolégico.
B.ACN.
Fase Inversa POROS 20R2 1.5 15 Gradiente: 0-100% B en 15 min. Desarrollo de un método cromatogrd- 48
Fases moviles: A, fosfato sédico 10 fico para separar un péptido fosforila-
mM (pH 11.5): B, fosfato sédico 10  do de su forma no fosforilada.
mM en 65:35 agua/ ACN (pH 11.5).
Fase Inversa POROS R/H 4 3 Gradiente: 0-4% B en 0.3 min, 4-10% Determinacion de cloroquina y desitil- 49
B en 0.3 min, 10-15 %B en 2.4 min. cloroquina en muestras bioldgicas con
Fases méviles: A, tetraborato sddico deteccidn fluorescente.
20 mM. 0.1% dietilamina en 80:20
agua/ACN (pH 9.5); B. 100% tetrahi-
drofurano.
Fase Inversa Columna capi- 0.045 10 Gradiente: (0-30% B en 10 min. Separacién de péptidos procedentesde 50
larempaquetada Fases moviles: A, 0.05% TFAenagua; digestiones enzimaticas con deteccion
enel laboratorio B, 0.03% TFA en 10:90 agua/ACN., por espectrometria de masas con ioni-
con medio zacion por electrospray.
POROS IIR/H
Fase Inversa Columna 0.025-0.125 4-11 Gradiente: 20-90% B en 5 min. Separacion y determinacion de lamasa 51
microbore Fases moviles: A, 0.1% TFA en agua; molecular de una mezcla de proteinas
empaquetada B.0.1% TFAen ACN. (mioglobina, citocromo ¢ y ubiquitina)
enel laborato- utilizando deteccion por espectrome-
rio con medio tria de masas con ionizacién por elec-
POROS I trospray.
Fase Inversa Columna anali- 3 1.5 Gradiente: 25-35% Ben 1.5 min. Separacion ripida de proteinas de 52
tica empagueta- Fases  moviles: A,  20:75:5 suero procedentes de leches de vaca,
da en el labora- FA/agua/ACN: B. 7:93 agua/ACN. cabra y oveja.
torio con medio
POROS 1 10R
Fase Inversa POROS R2Z/H 3 3 Gradiente: 5-25% B en 1.7 min: 25- Optimizacion y validacion de un méto- 53

45% Ben 1.3 min.
Fases moviles: A, 0.1% TFA en agua:
B.0.1% TFAen ACN.

do analitico para determinar el conte-
nido en proteina de soja en productos
comerciales de soja preparados a partir
de aislado de proteina de soja
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Mido Flujofase  Tiempo de

Columna movil analisis Tipo de elucién. Fase mavil Aplicaciones Ref.
cromatografico g
(mL/min) (min)
Fase Inversa POROS R2/H 3 3 Gradiente: 5-25% B en 1.7 min: 25- Validacién de un método analitico para 54
45% Ben 1.3 min. determinar el contenido en proteina de
Fases moviles: A, 0.1% TFAen agua: sojaen productos comerciales de soja
B.0.1% TFAen ACN. preparados directamente a partir de
habas de soja.
Fase Inversa POROSR2/H 3 3 Gradiente: 5-25% B en 1.7 min; 25- Caracterizacion de productos comer- 55
45% Ben 1.3 min. ciales de soja en base al perfil croma-
Fases moviles: A, 0.1% TFA en agua:  togréfico de su extracto proteico.
B.0.1% TFAen ACN.
Fase Inversa POROS RZ/H 3 5 Gradiente: 5-25% B en 1.7 min; 25- Optimizacion de un método analitico 56
34% Ben0.3 min: 34-41% Ben 3 min. parallevara cabo la separacion simul-
Fases moviles: A, 0.1% TFA en agua: tinea de proteinas de soja y proteinas
B.0.1% TFAen ACN. de suero lacteo bovino.
57
Fase Inversa POROSR2M 35 10 Gradiente: 15-30% B en 0.8 min. Separacion de la proteina recombinan-
Fases moviles: A, 0.1 % HClen agua: te Aa partirde lisados deE. Col:.
B ACN.
Intercambio POROS S'M 5 5 Gradiente: 0-40% B en 5 min. Purificacion y andlisis de un péptido 47
ionico Fases moviles: A. Tris-HCl 20 mM de interés biol6gico.
(pH 8.5): B, Tris-HC1 20 mM/NaCl1 0.5
M (pH 8.5).
Intercambio POROSQ I 10 Gradiente: LiClO; 4 mM durante 2 Aislamiento ripido de complejos foto- 58
i6nico min., LiClO; 90 mM durante 2 min. sintéticos procedentes de bacterias o
LiClO; 125 mM durante | min. membranas de cloroplastos.
LiClO4 200 mM durante 3 min v
LiClO, 300 mM durante 2 min.
Disolvente de fijacion: Bis-Tris 20
mM (pH 6.0). dodecilmaltosido 50
mM. 1% Tritén X-100 y LiClO, 4
mM.
Intercambio POROS 50 HQ 6 4 Gradiente: MgSOy 5-200 mM en 6 Desarrollo de un procedimiento cro- 59
ionico min. matografico para aislar un complejo
proteina-pigmento.
Intercambio POROS HQ 10-15 Gradiente: NaCl 225-1500 mM en Purificacién de una enzimaa partirde 60
iénico Bis-Tris-propano/Tris-borato 25 mM  una membrana de cloroplasto.
(pH7.5).
Intercambio POROS HQ/M 1.5 15 Gradiente: NaCl 0-2 M en Bis-Tris- Purificacién de una exotoxina. 6l
iGnico propano 20 mM (pH 7)en 15 min.
Intercambio POROS HS/M 8.5 6 Gradiente: NaCl0-350 mM. Purificacion rdpida del anticuerpo de 62
idnico Fases moviles: A, disolucion regulado-  la murina en dos pasos: 157 paso: cro-
ra fosfato a diferentes pHs; B, NaCl 3 matografia de perfusion de intercam-
M. bio cationico: 2" paso: cromatografia
de perfusidn de intercambio aniénico.
POROS HQ/M 10 6 Gradiente: NaCl 200-350 mM.

Fases mdéviles: A, Tris (pH 6): B. Bis-
Tris (pH 9).
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Modo Flujofase Tiempo de
' - Columna maovil analisis Tipo de elucién. Fase mavil Aplicaciones Ref.
cromatografico ) 2
(mL/min) (min)
Intercambio POROS HQ/M 1-4 5-17 Gradiente: NaCl 50-500 mM en Tris- Separaciénde B-LG (A)y B-LG(Bla 63
idnico HCI 10 mM (pH 5.5) en 16.6 min. partirde B-LG (A + B) a escala prepa-
Disolvente de fijacion: Tris-HCI 100 rativa en cortos tiempos de andlisis por
mM (pH 7.0). cromatografia de desplazamiento
cuando se utilizan rellenos perfusivos.
POROS 10 HQ 1-4 5-17 Idénticas a las de la columna POROS
HQ/M
Intercambio POROS 20HQ 5 8 Gradiente: NaCl10-0.35 M en 6 min. Separacion de proteinas de suero lic- 64
1onico teo bovino.
Intercambio POROS PI 1 35 Gradiente: NaCl 0.005-2 M en Tris- Aislamiento de proteinas a partir de 65
i6nico HCI 50 mM (pH 7.4) + 0.02% Tritén guisantes a escala preparativa.
X-100.
Disolvente de fijacion: Tris/HCI 50
mM (pH 7.4) + NaCl 5 mM+ 0.02%
Triton X-100.
Intercambio POROS HS/M 8.5 4 Disolvente de fijacién: disolucién Purificacién de la proteina recombi- 57
i0nico reguladora (pH 5). nante A a partir de lisados de£. Coli en
Disolvente de elucidn: NaCl 500 mM.  dos pasos: 1f paso: cromatografia de
perfusién de intercambio catiénico; 27
Interaccion POROS PE'M 8.5 3.9 Gradiente: sulfato de amonio 1.5-0 M  paso: cromatografia de perfusion de
hidrofdébica (pH 5)en 3.9 min. interaccién hidrofdbica.
Interaccion POROS EP 1-10 2-16 Elucién isocritica utilizando disolu- Separacion ripida de enantiomeros 66
hidrofdbica ciones reguladoras fosfato a diferentes  (aminodcidos y farmacos) utilizando
pHs. seroalbumina bovina inmovilizada en
la fase estacionaria.
Afinidad POROS AM 2-5 <l Disolvente de fijacidn: disolucion Separacion de anticuerpos de interés 67
POROS G/M reguladora fosfato (pH 7.5). bioldgico en cortos tiempos de andli-
Disolvente de elucion: 2% dcido acéti-  sis.
co/MgCl5 300 mM.
Afinidad POROS A/M 3 1.5 Disolvente de fijacion: Tris 20 Seguimiento rapido de la produccién 68
mM/NaCl 150 mM (pH 7.0). de un anticuerpo monoclénico de la
Disolvente de elucién: HCl 12 fibronectina.
mM/NaCl 150 mM.
Afinidad POROSITA 2-26 35 Disolvente de fijacion: disolucién Determinacién de testosterona con 69
reguladora metanol-fostato (pH 7.4).  deteccién por fluorescencia en cortos
Disolvente de elucion: disolucién tiempos de anilisis.
reguladora citrato (pH 2.5).
Afinidad POROS 50 OH 0.6 <l Disolvente de fijacion: NaHCO3 0.1 Desarrollo de un ensayo inmunoenzi- 70
M/NaCl0.5M (pH9). maético no competitivo para determinar
Disolvente de elucion: Tris 50 mM  cocaina.
(pH 8).
Afinidad POROS A 5 3 Disolvente de elucion: 0.1% HCI 12 Desarrollo de un nuevo método cro- 71

mM/NaCl 0.15 M.

matografico para aislar, purificar y
cuantificar un gen involucrado en el
céncer de mama y de ovario.

TFA: Acido trifluoroacético
ACN: Acetonitrilo
FA: Acido férmico

Tris: Tristhidroximetil)Jaminometano
Bis-Tris: Bis(2-hidroxietil iminotris{ hidroximetil )metano
Bis-Tris-propano: 2-Bis( hidroxietil)amino-2-(hidroximetil)-1.3-propanodiol.




cadas al andlisis de proteinas y un segundo grupo menos
numeroso donde se ha aplicado la cromatografia de per-
fusién a la separacion de otras biomoléculas y moléculas
de gran tamafio como nucledtidos, péptidos, etc.

Separacion de proteinas

Las aplicaciones de la cromatografia de perfusion a la
separacién de proteinas se discutirdn en este apartado
agrupando los trabajos segtin el tipo de proteinas estudia-
das que han sido fundamentalmente de interés alimenta-
rio, farmacolégico o bioldgico.

Proteinas alimentarias

Los modos cromatogrificos de perfusion mds utiliza-
dos para llevar a cabo el andlisis de proteinas alimentarias
han sido la fase inversa y el intercambio iénico. En fase
inversa, la elucién de las proteinas alimentarias se suele
llevar a cabo mediante la utilizacion de gradientes linea-
les de composicion de fase movil. Las fases méviles
estdn constituidas por agua (fase mévil A) y por un disol-
vente organico (fase mévil B) que cominmente es el ace-
tonitrilo. Asimismo, las fases moviles normalmente con-
tienen un agente desnaturalizante como es el dcido tri-
fluoroacético o el dcido férmico, que actia, ademds,
como agente formador de pares iénicos y proporciona
pHs bajos (52-56).

En cuanto a las condiciones experimentales mds
empleadas para separar proteinas alimentarias por HPLC
de perfusién de intercambio iénico, se observa que en
todos los trabajos encontrados, la elucién de las proteinas
se ha llevado a cabo mediante el empleo de gradientes
lineales de cloruro de sodio (63-65).

La utilizacién de flujos de fase mdvil de 3 mL/min
(52-56) ha sido lo mds frecuente para separar proteinas
alimentarias por fase inversa, mientras que en intercam-
bio i6nico, los flujos empleados variaban entre 1 y 5
mL/min (63-65). No obstante, a pesar de que los flujos
utilizados en intercambio iénico podian ser superiores a
los que normalmente se empleaban en fase inversa, los
tiempos de analisis obtenidos eran siempre superiores.

Entre las diferentes aplicaciones de la cromatografia
de perfusién a la separacién de proteinas alimentarias
destacan los trabajos referentes a las proteinas de suero
ldcteo. De gran interés para la industria ldctea es la sepa-
racién de proteinas de suero ldcteo con fines al control de
calidad de la leche y sus derivados (52). Los métodos de
cromatografia convencional para determinar proteinas de
suero ldcteo conllevan elevados tiempos de andlisis ade-
mads de la posibilidad de que tengan lugar interacciones
entre las proteinas y la fase estacionaria. Otra limitacién
adicional es la dificultad para separar las dos principales
variantes genéticas (A y B) de la B-lactoglobulina bovina.
A este respecto, se ha desarrollado un método de HPLC
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de perfusion en fase inversa que permitia la separacion de
las principales proteinas del suero ldcteo bovino (seroal-
biimina bovina, B-lactoglobulina (A y B) y a-lactoalbii-
mina) (Figura 3) en tan solo 1.5 min (a un flujo de 4
mL/min) (52). La cromatografia de perfusién de inter-
cambio i6nico, también se ha utilizado para llevar a cabo
la separacion de las proteinas de suero ldcteo bovino,
aunque en este caso el tiempo de andlisis fue de 8 min (a
un flujo de 5 mL/min) (Figura 3) (64). Es importante
resaltar el hecho de que aiin tratdndose de modos diferen-
tes (fase inversa e intercambio i6nico). ¢l orden de elu-
cién en ambos casos era el mismo: ¢-lactoalbimina,
seroalbtimina bovina, B-lactoglobulina B y B-lactoglobu-
lina A (52, 64).

Los rellenos perfusivos también se han utilizado para
mejorar la transferencia de materia en la cromatografia de
desplazamiento con el propésito de aplicar este poderoso
método cromatogrifico a la realizacién de separaciones a
escala preparativa (63). Esta combinacion permitié sepa-
rar las variantes genéticas Ay B de la -lactoglobulina en
un tiempo de andlisis que era inferior en un orden de mag-
nitud al tiempo requerido cuando se utiliza la cromato-
grafia de desplazamiento convencional. Ademads, esta
combinacién permitia llevar a cabo separaciones con un
poder de resolucion excepcionalmente elevado incluso en
condiciones de sobrecarga de la columna (63).
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Figura 3. Separacién de proteinas de suero licteo bovino por HPLC de
perfusién. Condiciones experimentales: Fase inversa: Columna, relleno
POROS 1 10R empaquetado en una columna de 50 x 2.1 mm I. D. (d,,,
10im); temperatura, 50 °C; flujo, 4 mL/min; deteccién UV, 280 nm; gra-
diente: 25-35% B en 1.12 min. Fases mdviles: A) 20:75:5
FA/agua/ACN; B) 7:93 agua/ACN. Intercambio iénico: Columna,
POROS 20HQ (100 x 10 mm I.D.; dp 20 im); temperatura, 25 °C: flujo.
5 mL/min; deteccién UV, 280 nm; gradiente: NaCl 0-350 mM en 6 min.
Identificacion de picos: ¢-LA, a-lactoalbiimina; BSA, seroalbiimina
bovina; §-LG B, @-lactoglobulina B; B-LG A, B-lactoglobulina A.
Reproducido con permiso (52, 64)
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Por otra parte. existe otro importante grupo de traba-
jos en los que se ha utilizado la cromatografia de perfu-
sién para separar proteinas de soja. En este sentido, se ha
optimizado un método de cromatografia de perfusion en
fase inversa para llevar a cabo la separacién rdpida (3 min
a un flujo de 3 mL/min) de proteinas de soja (53). Este
método se ha aplicado a la determinacion del contenido
en proteinas de soja en muestras reales utilizando el aisla-
do de proteina de soja (APS) como patrén. A partir de
estos estudios se observo que era posible llevar a cabo la
cuantificacion de las proteinas de soja en productos de
soja preparados a partir de APS, pero que cuando se apli-
caba el método optimizado a productos de soja prepara-
dos directamente a partir de habas de soja. los resultados
obtenidos eran muy diferentes a los esperados para estas
muestras (53). Por esta razon, se penso en utilizar la hari-
na de soja como patron para determinar el contenido en
proteina de estas muestras. En efecto. la harina de soja
permitia una mejor estimacién del contenido en proteina
en estos productos que la obtenida cuando se utilizaba el
APS como patrén (54). Por iiltimo. el método optimizado
se ha aplicado a la caracterizacion de productos comer-
ciales de soja en base a sus perfiles cromatograficos.
encontrando que la cromatografia de perfusién permitia
discriminar entre diferentes tipos de productos de soja
(leches liquidas, leches en polvo. formulas infantiles.
harina de soja, texturizado de soja y APS) y. dentro de
cada tipo de producto, entre aquéllos preparados a partir
de APS y aquéllos directamente elaborados a partir de las
habas de soja (55).

La separacidn rapida y simultdnea de proteinas de soja
y proteinas de suero lacteo bovino ha sido otra de las apli-
caciones de la cromatografia de perfusion (56). Este méto-
do se aplicd a la deteccion de adulteraciones por adicion
de proteinas de suero ldcteo bovino a productos de tipo
licteo de soja. los cuales constituyen una interesante alter-
nativa para aquellas personas alérgicas a las proteinas del
suero lacteo. La Figura 4 muestra el cromatograma obte-
nido por HPLC de perfusion en fase inversa correspon-
diente al suero de una leche de soja en polvo en cuya eti-
queta se especificaba la adicion de estas proteinas de ori-
gen animal. Asimismo, la Figura 4 también muestra el
cromatograma obtenido para el mismo suero por cromato-
grafia convencional en fase inversa. Como se puede
observar, los tiempos de andlisis obtenidos por cromato-
grafia de perfusion eran hasta cuatro veces inferiores a los
obtenidos en cromatografia convencional. Ademads. con la
cromatografia de perfusion era posible obtener limites de
deteccidn para las proteinas de suero licteo mas bajos que
aquéllos que se obtenfan por cromatografia convencional.

Otro ejemplo es el de Adamska y col. (65) que utiliza-
ron la cromatografia de perfusién para aislar proteinas
nativas inducidas porla luz a partir de guisantes a escala
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Figura 4. Cromatograma correspondiente a la separacion de proteinas
en un suero obtenido por precipitacion dcida a partir de una disolucidn
de una leche en polvo de soja (de aproximadamente 50 mg/mL) por
HPLC en fase inversa. Condiciones experimentales: Cromatografia
convencional: Columna, PLRP-S (150 x 4.6 mm L. D.: d,,, 8 ym): tem-
peratura, 50 “C: flujo. | mL/min: deteccién UV, 254 nm: gradiente: 20%
B durante | min, 20-42% B en |5 min. 42-46% B en4 min v 46-100% B
en 0.5 min. Cromatografia de perfusion: Columna, POROS R2/H (50 x
4.6 mm L.D.; dp. 10 ygm); temperatura, 60 “C: flujo. 3 mL/min: detec-
cion UV, 254 nm: gradiente: 5-25% Ben 1.7 min, 25-34% B en 0.3 min
y 34-41% B en 3 min. Fases mdviles: A) 0.1% TFA en agua: B) 0.1%
TFA en ACN. Identificacién de picos: 1-5, proteinas de soja: 6, ¢-lacto-
albumina: 7 v 8, B-lactoglobulinas (A + B). Reproducido con permiso
(56).

preparativa. Aunque el tiempo de andlisis obtenido era
sorprendentemente elevado en comparacion con otros
métodos cromatograficos de perfusion (35 min), esta fue
la primera vez que se aislaron proteinas nativas inducidas
por la luz a partir de plantas lo cual permitid llevar a cabo
andlisis bioquimicos v biofisicos de estas proteinas (65).

Proteinas de interés farmacolégico

De gran importancia es la aplicacién de la cromato-
grafia de perfusién a la purificacion de anticuerpos de
interés terapéutico y diagnéstico. La purificacion de este
tipo de biomoléculas constituye un importante reto debi-
do a la complejidad de las propias moléculas y de las
muestras a partir de las cuales se purifican (62). El modo
cromatografico mas utilizado para este fin ha sido el de
intercambio i6nico. La elucién normalmente se ha lleva-
do a cabo mediante gradientes de cloruro de sodio y los
flujos de fase mévil utilizados estaban comprendidos
entre 8.5 y 10 mL/min, obteniéndose tiempos de analisis
comprendidos entre 4 y 6 minutos.

Mediante la combinacién de dos métodos de inter-
cambio i6nico de perfusién, ha sido posible la purifica-
cion rdpida de un anticuerpo murino, utilizado en el diag-
naéstico del cdncer de colon v de mama (62). El método
consistia en una primera purificaciéon del anticuerpo
mediante la utilizacién de una columna de perfusion de
intercambio cationico (Figura 5A). seguida de una segun-




da purificacion del extracto en una columna de perfusién
de intercambio aniénico (Figura 5B). Como se puede
observaren la Figura 3. el cromatograma obtenido en la
purificacién que tiene lugar con la columna de perfusién
de intercambio anidnico muestra la presencia de una
impureza que no se podia resolver por cromatografia de
perfusién de intercambio catiénico: Mediante este proce-
dimiento fue posible obtener este anticuerpo con una
pureza del 95% conservando, a su vez, su actividad biolé-
gica (62).

Otro ejemplo es la purificacion de la proteina recom-
binante A a partir de E. Coli lisata (57). En este caso. tam-
bién fue necesaria la utilizacién de dos columnas de per-
fusién: una columna de intercambio catiénico que permi-
tia realizar una primera purificacion eliminando los dci-
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Figura 5. Cromatogramas obtenidos durante el proceso de purificacion
en dos pasos del anticuerpo de la murina: A) primer paso: purificacion
del anticuerpo de la murina por cromatografia de perfusién de intercam-
bio catiénico. Condiciones experimentales: Columna, POROS HS/M
(100 x4.6 mmI. D., dp. 20 pm); flujo, 8.5 mL/min; deteccion UV, 280
nm: gradiente: NaCl0-350 mM; B) 2° paso: purificacién por cromato-
grafia de perfusidn de intercambio aniénico de los extractos 6 y 7 obte-
nidos anteriormente. Condiciones experimeniales: Columna, POROS
HQ/M (100 x 4.6 mm L. D.: d;;, 20 grm): flujo. 10 mL/min: deteccidn,
280 nm: gradiente: NaCl 200-350 mM. Reproducido con permiso (62).
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dos nucleicos cargados negativamente que acompafaban
a la proteina de interés y una segunda etapa de purifica-
cion, en la cual se inyecto el extracto anterior en una
columna perfusiva de interaccion hidrofoba (57).
Asimismo, se utilizé una columna de perfusién en fase
inversa para llevar a cabo el andlisis de esta proteina (57).

Latinica aplicacion de la cromatogratia de perfusion
de afinidad a la separacion de proteinas de interés farma-
colégico encontrada en la bibliografia ha sido el utilizado
para realizar el seguimiento rdpido de la produccion del
anticuerpo de la fibronectina (antifibronectina) a partir de
un cultivo de células de hibridoma (68).

Proteinas de interés biologic

El modo cromatogréfico més frecuentemente utili-
zado en el andlisis de proteinas de interés biolégico por
cromatografia de perfusion es el de intercambio i6nico
(58-61). aunque también se encuentran algunos ejem-
plos en los que se han utilizado los modos de fase inver-
sa (43, 51) y afinidad (67). Cuando se trabaja en el
modo de intercambio iénico, la elucién se lleva a cabo
mediante la utilizacién de gradientes salinos. bien con
cloruro de sodio o bien con otras sales como el perclo-
rato de litio o el sulfato de magnesio (58-61). En fase
inversa se utilizan condiciones experimentales simila-
res a las que se emplean para separar proteinas alimen-
tarias (gradientes lineales agua-acetonitrilo en presen-
cia de dcido trifluoroacético) (45, 51). mientras que en
el modo de afinidad, la elucién se realiza mediante un
gradiente salino (67). Los flujos de fase mévil varian
entre |1 y 15 mL/min cuando se utilizan columnas anali-
ticas y entre 0.025 y 0.125 mL/min cuando se emplean
columnas de pequefio didmetro (microbore). Los tiem-
pos de andlisis suelen estar comprendidos entre 4 v 15
minutos.

Son muy diversos los objetivos buscados en los ejem-
plos encontrados en la bibliografia en los que se aplica la
cromatografia de perfusion a proteinas de interés biol6gi-
co: desde separaciones en tiempos cortos de andlisis hasta
aislamientos y purificaciones a escala preparativa.

En cuanto a las separaciones llevadas a cabo en cortos
tiempos de andlisis, destaca la separacion de una mezcla
de cinco proteinas patrén (ribonucleasa A, citocromo c,
lisozima, ovoalbiimina y B-lactoglobulina) en un tiempo
de tan solo 12 segundos (a un flujo de 5 mL/min) por el
modo de fase inversa (Figura 6) (45).

De especial interés es la aplicacion de la cromatogra-
fia de perfusién para aislar proteinas y complejos clorofi-
la-proteina a partir de membranas fotosintéticas. En efec-
to. el aislamiento de este tipo de proteinas podria ser de
gran ayuda en la elucidacion de los mecanismos de con-
version de la energia fotosintética. Sin embargo. debido a
que estas proteinas se encuentran embebidas en membra-
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Figura 6. Separacidn a elevada velocidad de una mezcla de cinco prote-
inas patrén. Condiciones experimentales: Columna. POROS R/M (30 x
2.1 mm L D.: dp. 20 im): temperatura, 25° C: flujo. 5 mL/min: deteccion
UV, 220 nm: gradiente: 20-50% B en 24 s. Fases moviles: A) 0.1 %
TFAenagua: B) 0.1 % TFAen ACN. Identificacion de picos: 1, ribonu-
cleasa A: 2, citocromo ¢; 3, lisozima: 4, B-lactoglobulina: 5, ovoalbiimi-
na. Reproducido con permiso (45).

nas fotosintéticas. su aislamiento es muy tedioso y los
estudios llevados a cabo en este sentido han sido poco
exitosos y muy tediosos. La cromatografia de perfusion
de intercambio i6nico ha permitido aislar a escala prepa-
rativa y en cortos tiempos de andlisis estas proteinas foto-
sintéticas a partir de bacterias y membranas de cloroplas-
tos. Ademds, los cortos tiempos de andlisis obtenidos han
hecho posible el aislamiento de estas protefnas en un
estado mds nativo (58-60). La Figura 7 muestra los cro-
matogramas obtenidos para un complejo pigmento-prote-
ina con dos columnas de intercambio aniénico. una con-
vencional y otra de perfusion (59). Como se puede obser-
var. en ambos casos la muestra se resuelve en el mismo
nimero de picos. No obstante. el tiempo de andlisis obte-
nido en cromatografia de perfusion es 20 veces inferior al
obtenido en cromatografia convencional (59).
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Otro ejemplo de aplicacién de la cromatografia de
perfusion a la separacion de proteinas de interés bioldgi-
co es la purificacién de una exotoxina citotéxica (61).
Utilizando la cromatografia de perfusién de intercambio
ionico ha sido posible la purificacién de esta exotoxina a
escala preparativa con una buena recuperacion de la acti-
vidad biolégica y una elevada pureza. El aislamiento de
esta proteina ha posibilitado el estudio de sus mecanis-
mos de accion, lo cual, hasta el momento, se habia visto
frenado debido a la dificultad que entrafiaba su purifica-
cién (61).

También es importante resaltar el acoplamiento de la
espectrometria de masas con ionizacidn por electrospray
con la cromatografia de perfusion (51). Las fases méviles
que normalmente se utilizan para llevar a cabo separacio-
nes de proteinas inhiben el proceso de formacion del
aerosol y ademads los flujos que se suelen utilizar son muy
superiores al requerido (1 #L./min) cuando se trabaja con
este tipo de detectores. En este sentido, se ha llevado a
cabo un trabajo en el que se han explorado con gran éxito
las posibilidades de la utilizacién de rellenos perfusivos
en columnas microbore para separar proteinas con detec-
cién por espectrometria de masas con ionizacién por
electrospray. Este método se ha aplicado a la separacién
de una mezcla de proteinas patrén (mioglobina, ubiquiti-
na y citocromo c) y los resultados obtenidos se han com-
parado con los que se obtenian cuando se separaban estas
mismas proteinas utilizando rellenos convencionales C18
(51).
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Figura 7. Purificacién de un complejo proteina-pigmento por HPLC de
intercambio aniénico. Condiciones experimentales: Cromatografia con-
vencional: Columna, HiLoad Q-Sepharose HP 16-10: temperatura, 10
°C: flujo, | mL/min; deteccién UV, 280 nm; gradiente: MgSO, 5-200
mM. Cromatografia de perfusién: Columna, POROS HQ/M: tempera-
tura, 10°C: flujo. 6 mL/min; deteccidn, 280 nm: gradiente: MgSO, 5-
200 mM. Reproducido con permiso (39).




Separacion de otras biomoléculas

LLa cromatografia de perfusion también se ha aplicado
a la separacion de moléculas diferentes de las proteinas
como son nucledtidos, péptidos, genes. etc. Los modos
cromatograficos mds utilizados han sido la fase inversa
(46-50) y la afinidad (69, 70). A diferencia de las protei-
nas, el modo de intercambio idnico apenas se ha emplea-
do. Las aplicaciones encontradas incluyen desde separa-
ciones rapidas hasta purificaciones y aislamientos a esca-
la preparativa.

Un ejemplo de separacion riapida de dinucledtidos es
el que realizaron Briiggemann y col. (46). Mediante un
método de fase inversa, estos autores cuantificaron y
separaron de forma rapida dinucledtidos presentes en el
organismo humano en menos de 10 minutos (Figura 8). lo
cual constituia una importante reduccién del tiempo de
andlisis con respecto a los métodos de cromatografia con-
vencional (> 60 minutos) (46). También es importante
comentar el trabajo realizado por Hofstetter y col. (66)
que utilizaron la cromatografia de perfusién de interac-
cion hidrofébica para realizar la separacion rdapida de
enantiomeros (aminodcidos y firmacos) por inmoviliza-
ci6n de seroalblimina bovina en el soporte cromatogrifi-
co lo cual. hasta entonces. sélo se habia llevado a cabo
con soportes de silice en tiempos de andlisis superiores.
Otra aplicacion de la cromatografia de perfusion a sepa-
raciones rdpidas es el método optimizado para determinar
testosterona. Mediante la utilizacién de una columna de
perfusién de afinidad y deteccién fluorescente ha sido
posible determinar testosterona con una precision y exac-
titud aceptables (69).
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Figura 8. Separacion de varios nucledtidos v dinucleotidos por croma-
tografia de perfusion en fase inversa. Condiciones experimentales:
Columna, POROS R2/H (100 x 2.1 mm L. D.): temperatura, 20-22 °C:
flujo | mL/min; deteccion UV, 254 nm; gradiente: 0-20% B en 8 min.
20-50% B en 1 min, 50% B durante | min. Fases moviles: A, hidroge-
nosulfato de tetrabutilamonio 2 mM - hidrogenosulfato de potasio 10
mM en agua: B, hidrogenosulfato de tetrabutilamonio 2mM en 20:80
agua/ACN. Reproducido con permiso (46).
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Figura 9. Separacion de un péptido de interés biologico por HPLC de
perfusion. Condiciones experimentales: Fase inversa: Columna.
POROS I R/M (100 x 4.6 mm L.D.): flujo. 5 mL/min: deteccidn, 214
nm: gradiente: [8-28% B en 5 min: fases moviles: A, 0.1% TFA en
agua; B, ACN. Intercambio cationico: Columna, POROS S/M (100 x
4.6 mm L. D.); flujo. 5 mL/min: deteccién, 214 nm: gradiente: 0-40% B
en 5 min: fases moviles: A, Tris-HCI 20 mM (pH 8.5); B, Tris-HC| 20
mM con NaCl 0.5 M (pH 8.5). Reproducido con permiso (47).

Algunos autores han aplicado la cromatografia de
perfusion a la separacion de péptidos. Este es el caso de
Fulton y col. (47) que llevaron a cabo un estudio compa-
rativo de la cromatografia de perfusion en el modo de
intercambio catiénico y en el modo de fase inversa para
purificar a gran escala un péptido de interés bioldgico.
Aunque ambos métodos proporcionaban una pureza
similar, la capacidad de carga de la columna de intercam-
bio catidnico era aproximadamente 10 veces superior a la
de fase inversa. La Figura 9 muestra los cromatogramas
obtenidos por HPLC de perfusién en fase inversa y de
intercambio iénico a partir de una muestra que contenia el
péptido de interés en una concentracién de 10 mg/mL. En
esta Figura se observa que la capacidad de carga que pre-
senta la columna de perfusién de intercambio idnico es
superior a la que tiene la columna de perfusion de fase
inversa. Por otra parte, la utilizacién de rellenos perfusi-
vos en columnas capilares con deteccién por espectrome-
tria de masas con ionizacién por electrospray ha permiti-
do la separacién rdpida y la secuenciacion de péptidos
procedentes de digestiones enzimdticas (50).

La cromatografia de perfusién también ha hecho posi-
ble la separacién de moléculas que no podian ser separa-
das por cromatografia con fases estacionarias convencio-
nales. Un ejemplo tipico es cuando es necesario trabajar a
pHs elevados para separar determinadas biomoléculas.
Estos son los casos de Matsumoto y col. (48) que separa-
ron fosfopéptidos a partir de sus formas no fosforiladas y
Augustijns (49) que desarrollé un método que permitia la
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determinacion directa de cloroquina y desitilcloroquina
en muestras biolGgicas, ambos cuando se trabajaba a pHs
elevados.

Asimismo. se ha optimizado un método de cromato-
grafia de perfusion de afinidad para la monitorizacion de
la cocaina. Para ello. se anadia a la cocaina un exceso de
anticuerpo policlonico marcado con fosfatasa alcalina, y
tras un corto tiempo de incubacion se separaba el anti-
cuerpo que habia quedado libre del complejo cocaina-
anticuerpo mediante la utilizacién de una columna de
perfusion de afinidad. A la salida de la columna se recogia
el complejo y se cuantificaba la cocaina espectrofotome-
tricamente (70).

Por tiltimo. la cromatografia de perfusion se ha utili-
zado para aislar y cuantificar un gen involucrado en el
cdncer de mama y de ovario. El marcaje interno de las
células cancerigenas seguido de dos procesos de croma-
tografia de perfusion de afinidad permitio la cuantifica-
cion de este gen (71).
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Simbolos

a: contribucion al ensanchamiento de banda debida a la
difusién longitudinal

A_: drea de la seccion transversal de la columna

b: contribucion al ensanchamiento de banda debido a la
difusion Eddy

B: permeabilidad de la columna

B,: permeabilidad de la particula de fase estacionaria

¢: contribucion al ensanchamiento de banda debido a la
transferencia de materia

¢’: constante de proporcionalidad

C: constante de proporcionalidad

d,: didmetro medio de particula de relleno

d,y,: didmetro nominal de la microesfera (dp, =1 dpyip)
dporo: didmetro nominal de los poros grandes

D: coeficiente de difusion del soluto en el poro

D, coeficiente de difusividad efectiva

(dP/dx): gradiente de presion a través de la columna

F: flujo de la fase mévil a la salida de la columna

H: altura equivalente de plato tedrico

L: longitud de la columna

P: presion de la columna

Pe: nimero de Peclet

Q: capacidad de carga

r: constante de tortuosidad del relleno ( ~ 2)

Ujecho: Velocidad superficial de la fase mévil en la colum-
na(F/A.)

Uporo: Velocidad de la fase mévil en el interior del poro

Cromatografia de perfusion: principios y aplicaciones

€lacho: POrosidad del lecho ( ~0.35)
Eparticula’ Porosidad de la panic.u!a (~0.3)
K: constante de proporcionalidad entre 1a Ujecp, ¥ Uporo

luP“}’“ =K. Upecho):
N: viscosidad de la fase maévil
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NFORMACION BIBLIOGRAFICA

RESENA DE LIBROS

“Cromatografia y electroforesis en columna™ por M. V.
Dabrio, G. P. Blanch. A. Cifuentes. I. C. Diez Masa, M. de Frutos.
M. Herriiz. [. Martinez Castro, I. Sanz Perucha. Springer-Verlag

Ibérica. Barcelona (2000) ISBN: 84-07-00503-7

Hace algunos afios. alguien califico la Cromatogratia como la
mayor aportacion cientifica del siglo XX en Quimica Analitica. El
desarrollo de la técnica en la segunda mitad del siglo ha sido tan
espectacular que ha llevado diversas técnicas de separacion a
niveles de perfeccionamiento dificilmente imaginables hace cin-
cuenta afos, cuando A. T. James y J. P. Martin presentaron la
Cromatografia de Gases, fruto de sus investigaciones sobre
Cromatografia de Liquidos. La enorme potencialidad de la nueva
técnica se puso pronto de manitiesto. lo que dispard la carrera de
mejoras en Cromatografia de Gases. que arrastraron perfecciona-
mientos paralelos en Cromatografia de Liquidos y de Fluidos
Supereriticos. y posteriormente en las separaciones basadas en la
electroforesis capilar.

Normalmente. los laboratorios de andlisis disponen de varias
técnicas cromatogrdficas para resolver muchos de los problemas
que reciben, pero estas técnicas de separacion son también dtiles
en laboratorios de sintesis organica. en controles rutinarios de todo
tipo de procesos, en laboratorios de universidades y otros centros
ptiblicos y privados de investigacién. etc. Los instrumentos se
encuentran a veces bajo la responsabilidad de personal que recibe
instrucciones elementales sobre su funcionamiento, y gracias al
nivel técnico alcanzado por los aparatos. se consiguen resultados
que responden a las altas exigencias de calidad que se espera hoy
diade ellos. De todos es sabido que no es absolutamente necesario
conocer a fondo los principios bdsicos de una técnica para poder
manejarla con aparente soltura. Considérese #a cantidad de con-
ductores de automavil que ignoran detalles del funcionamiento de
la miquina que manejan. Sin embargo. no es menos cierto que una
perfecta compenetracion entre la mdquina y el operario, cuando
este conoce los principios bdsicos que regulan el trabajo que se
realiza en ella, contribuye decisivamente a la consecucion de
mejores resultados como se pone de manifiesto en las competicio-
nes de motor, donde la perfecta puesta a punto de coches y motos
se logra gracias a la pericia de los ingenieros y a las recomendacio-
nes de los propios pilotos que con un profundo conocimiento de la
mdquina que manejan. son capaces de interpretar los mds tenues
sintomas indicativos del funcionamiento. para indicar a los dise-
fiadores las mejoras necesarias y para aprovechar al mdximo la
mdquina en competicion.

El libro “Cromatografia y electroforesis en columna”, de
Manuel V. Dabrio y colaboradores que han compartido con €l
durante afios el interés por la teoria y préctica de varias técnicas
analiticas de separacion y extraccion, representa un nuevo paso
adelante en la literatura cientifica escrita en nuestro idioma. La
obra presenta de forma clara. sencilla y unificada, las bases tedri-
cas comunes de las técnicas de separacion basadas en la
Cromatografia y en la electroforesis, y profundiza en aquellos
aspectos de las técnicas, cuando es necesario particularizar aspec-
tos propios de cada una de ellas.

Escrito por quimicos y con el pensamiento puesto en lectores
con formacion cientifica, el libro estd escrito de tal manera que

cada vez que presenta las bases tedricas de los fendmenos que des-
cribe. presenta consecuencias précticas que permiten mejorar los
resultados obtenidos simplemente prestando atencion a los deta-
lles que se deducen de los planteamientos tedricos.

El libro es recomendable para todos aquellos que manejan.
ensefian o de alguna manera estdn relacionados con el mundo de
los métodos de separacion en Quimica Analitica. Estd escrito de
tal manera que resulta titil a los que se interesan por las bases qui-
mico-fisicas que regulan los fenémenos que tienen lugar, con una
puesta al dia de las tiltimas aportaciones cientificas al tema. y que
ha adaptado al maximo en sus simbolos y definiciones las normas
de la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry )
vigentes en el momento de su publicacién. Pero el libro es igual-
mente (ti] para los que se enfrentan a diario con los problemas
précticos de separaciones llevadas a cabo en columna. atin cuando
no dispongan de las bases tedricas suficientes. va que estd escrito
de forma que resulta facilmente comprensible aun sin esas bases.

Hasta ahora. cuando se pretendia conocer a fondo alguna de
las técnicas de separacién mencionadas en esta obra, era necesario
recurrir a libros especializados dedicados especificamente a una
de las técnicas: Cromatografia de Gases, de Liquidos de Alta
Eficacia, de Fluidos Supercriticos. o Electroforesis Capilar. Esta
obra retine en un solo tomo las descripciones basicas de cada una
de esas técnicas de separacién. asi como los fundamentos teéricos
y los aspectos précticos de cada una de ellas. haciéndolas com-
prensibles no sélo a aquellos que por razones de su trabajo cono-
cen preferentemente una de ellas. sino también a los que se enfren-
tan por primera vez al reto de tener que utilizar cualquiera de ellas.

Los cromatografistas experimentados encontrardn multitud de
ideas que no por sabidas se tienen siempre en cuenta a la hora de
introducir modificaciones experimentales en los métodos analiti-
COs. que sirvan para mejorar una separacion dada. La lectura de
este libro puede contribuir a que muchos profesionales de habla
hispana adquieran los conocimientos que. como ocurre con los
pilotos de competicion. puedan ser aprovechados en beneficio de
mejores resultados y separaciones mds eficaces

El libro, después de tratar a fondo cuestiones comunes a los
varios métodos de separacion, como los conceptos generales, la
selectividad. los mecanismos de separacion. los conceptos de efi-
cacia y resolucidn. aplicaciones al andlisis cuali v cuantitativo,
con una mencion de la cromatografia preparativa, dedica un capi-
tulo completo a cada una de las técnicas que trata: Cromatografia
de Gases. Cromatografia de Liquidos de Alta Eficacia. separacio-
nes con Fluidos Supercriticos y Electroforesis Capilar. Finalmente
dedica otro capitulo completo a la descripcion de métodos de and-
lisis con diversas técnicas acopladas. tanto cromatograficas ( gases
— gases. liquidos - gases. fluidos supercriticos con cromatografia
de gases y con fluidos supercriticos) como con otras técnicas ana-
liticas, como espectrometria de masas. espectroscopias de infra-
rrojo, de emision atémica y de resonancia magnética nuclear.
También se mencionan acoplamientos basados en la electroforesis
capilar.

Todos los capitulos incluyen abundantes referencias biblio-
graficas y unarelacién completa de los simbolos utilizados enel
mismo, lo que facilita la comprension de las ecuaciones que se
presentan,




Cromatografia y Técnicas Afines

PROXIMA REUNION

La XXIX reunién cientifica del Grupo de
Cromatografia y Técnicas Afines tendra lugar en Alcald
de Henares. los dias 12. 13 y 14 de julio de 2000

Comité Organizador

Estd presidido por Maria Luisa Marina Alegre. y for-
man parte de él Mercedes Torre (Secretaria), Concepcion
Garefa Lopez. Angeles Garcia Gonzdlez. Olga Jiménez
Yepes. Xavier Guardino. Lluis Comellas. Antonio Crego.
Carmen Garcia Ruiz v Miguel Angel Cortés (vocales)

Programa Cientifico
Durante la XXIX Reunion se discutirdn los avances

mas recientes en el campo de la Cromatografia y Técnicas

Afines, incluyendo entre otros. los siguientes aspectos:

— Cromatografia de gases

—  Cromatografia de liquidos de alta eficacia

— Cromatografia en plano

—  Cromatografia de fluidos supercriticos

— Electroforesis capilar

— Técnicas acopladas y automatizacion

~ Técnicas de preparacion de muestra

— Separaciones quirales

—  Quimiometria

— v sus aplicaciones al Andlisis medioambiental. farma-
ceéutico. alimentario, bioquimico, etc..

Conferencias plenarias:

“High sensitive micellar electrokinetic chromato-
graphy with on-line sample concentration™ por Shigeru
Terabe, de la Facultad de Ciencias. Instituto Himeji de
Tecnologia, Kamigori, Hyogo. Japén

“On-line coupling of separation techniques to NMR"™
por Klaus Albert. de la Universidad de Tiibingen.
Alemania

“New spectroscopy detection and identification
methods in LC and CE" por Cees Goijer. de la
Universidad Libre de Amsterdam. Holanda

“Mass spectrometry: from mass selective detectors to
pepetide and protein research™ por Karoly Vekeyv. de la
Academia Hungara de Ciencias, Budapest

“Miniaturization in LC-MS as a way to lower the
detection limits™ por Emilio gelpi. CSIC-IDIBAPS.
Barcelona

“Isothermal retention indices in gas chromatography.
Advances in accuracy” por José Antonio Garcia
Dominguez, CSIC. Madrid

Mesas Redondas
- Separaciones quirales: GC, HPLC y CE

- Deteccion en columnas capilares para HPLC y CE

Asamblea Anual

En el transcurso de la Reunién. se celebrard la
Asamblea Anual del GCTA. que estd prevista para el jue-
vesdia 13 alas 16.30 h. En el transcurso de esta Asamblea
se celebrard la votacion para la renovacion de parte de la
Junta Directiva.

Secretaria Técnica

Fundacion General de la Universidad de Alcald.
Palacete Laredo.

Paseo de la Estacién. 10, 28807 Alcala de Henares
(Madrid).

Tel.: 91-8802911- Fax: 91-8802783.

E-mail: congresos@fgua.es

http://www.fgua.es/29gcta




Turbochrom Cliente/Servidor.
El lider mundial en procesamiento de datos
cromatograficos.
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Conecte sus laboratorios con un sistema
para el control integral de sus cromotégrafos.

Su laboratorio cromatogréfico se podrd beneficiar con el
Turbochrom cliente/servidor, del més poderoso sistema de

Turbochrom offers

procesamiento de datos, el mas implementado y reconocido estdndar  gnvenient 3-D piotting

industrial.

El Turbochrom presenta la suficiente flexibilidad para integrar y
soportar al mismo tiempo todos sus instrumentos cromatogréficos:
HPLC y GC, independientemente de la marca de los mismos.

La arquitectura Windows NT utilizada por el Turbochrom permite
la trasferencia de métodos y datos analiticos. Podemos efectuar todo
tipo de cambios con extrema facilidad mediante el audit trail y la f
firma electrénica. ,._J_L .

Turbo LC Plus™ System

Utilizando el editor de configuraciones el administrador del " 2 9
sistema establece el didlogo necesrio para establecer el control y o -
optimizar las prestaciones del programa. TurboMass™ GC

Spectrometer

Usted ahorrard una cantidad importante de su tiempo utilizando
las representaciones en tres dimensiones que le facilitardn la identificacién de
principios activos y ademads el programa de validacién le facilitard automéaticamente los
criterios de IQ/0Q.

Estas son algunas de las razones que han hecho que el Turbochrom cliente/servidor,
se haya convertido en la primera opcién de todos los laboratorios cromatogréficos.
Es el Gnico sistema de procesamiento de datos cromatogrificos con la asistencia
de servicio y soporte facilitada por PerkinElmer a nivel mundial.

El estdndar en procesamiento de datos

| B

PerkinElmer is a registered trademark and Turbochrom, TurboMass, TN P k' ~
and Turbo LC Plus are trademarks of affiliates of PerkinEimer LLC. 'll:Tl[l'Ii er ln EI l l le r
Windows NT is a registered trademark of Microsoft Corporation. instruments.

Fax: 902 10 30 34
www.perkinelmer.com



Barcel6 Barrachina, Elena
Dpto. Quimica Analitica
Facultad Quimicas (U.B.)
Avda. Diagonal, 647
08028 Barcelona

Espinosa Garcia, Sonia
Dpto. Quimica Analitica
Facultad de Quimica (U.B.).
Avda. Diagonal, 647

08028 Barcelona

Rubio Rovira, Roser

Dpto. Quimica Analitica
Facultad de Quimica (U.B.).
Avda. Diagonal, 647

08028 Barcelona

Serrat i Samsé, Maria
Casanova, 226
08036 Barcelona

Herrdiz Perdigones, Paquita
Resinas Sintéticas, S.A.

Ctra. D'olzinelles. s/n

08470 Sant Celoni (Barcelona)

Carol Cortada, Carolina
Labaqua, S.A.

Alona, 33

03007 Alicante

Sentellas Minguillon, Sonia
Dpto. Quimica Analitica
Facultad de Quimica (U.B.).
Avda. Diagonal, 647

08028 Barcelona

Gonzalez Toledo, Encarnacion
Dpto. Quimica Analitica
Facultad de Quimica (U.B.).
Marti i Franques, 1-11

08028 Barcelona

Llauradé Tarragd, Montserrat
Dpto. Quimica Analitica
Facultad de Quimica (U.B.).
Marti i Franques, 1-11

08028 Barcelona

De la Puerta Garcia-Barroso, Angel
Inst. Quimica Orgédnica (CSIC)
Juan de la Cierva, 3

28006 Madrid

Molero Monfort, Ménica
Dpto. Quimica Analitica
Facultad de Farmacia (UV)
Vicente Andrés Estellés, s/n
46100 Burjassot (Valencia)

NUEVOS SOCIOS

Iglesias Gonzilez, Yolanda

Dpto. Quim. Analit. Nutric. y Bromat.
Fac. Veterinaria, Univ. Santiago
Campus Universitario Norte, s/n

27002 Lugo

Prat Roura. M* Dolors
Dpto. Quimica Analitica
Facultad de Quimica (U.B.).
Avda. Diagonal, 647

08028 Barcelona

Colom Feliu, Agusti

Consorci D'Aigiies de Tarragona
Ctra. N-420, Km. 883, Apdo. 1.201
43206 Reus (Tarragona)

Gomara Moreno, Belén

Inst. Quimica Orgénica (CSIC)
Juan de la Cierva, 3

28006 Madrid

Castells Cela, Pablo

Dpto. Quimica Analitica
Facultad de Quimica (U.B.).
Marti i Franques, 1-11
08028 Barcelona

Barcel6 Barrachina, Elena
Dpto. Quimica Analitica
Facultad de Quimica (U.B.).
Avda. Diagonal, 647

08028 Barcelona

Soldado Cabezuelo, Ana Belén
Dpto. Quimica-Fisica y Analitica
Fac. Quimicas. Univ. de Oviedo
Julian Claveria, 8

33006 Oviedo (Asturias)

Agulld Chaler, Niria
Institut Quimic de Sarria
Via Augusta, 390

08017 Barcelona

Bago Lacida, Barbara
Institut Quimic de Sarria
Via Augusta, 390

08017 Barcelona

Pefia Usero. Imma

Resinas Sintéticas, S.A.

Ctra. D'olzinelles, s/n

08470 Sant Celoni (Barcelona)

Latorre Puerta, Rosa Maria
Dpto. Quimica Analitica
Facultad de Quimica (U.B.).
Avda. Diagonal, 647

08028 Barcelona

Cromatografia y Técnicas Afines

Yritia Valls, Mercedes

Lab. Andlisis (Farmacologia)
Hospital de Sant Pau

Sant Antoni M? Claret, 167
08025 Barcelona

Compaiié Beltran, Ramon
Dpto. Quimica Analitica
Facultad de Quimica (U.B.).
Avda. Diagonal, 647

08028 Barcelona

Benavente Moreno, Fernando Julidn
Dpto. Quimica Analitica

Facultad de Quimica (U.B.).

Avda. Diagonal, 647

08028 Barcelona

Quinones Correlo, Carmen
Dpto. Quimica Analitica
Facultad de Farmacia (U.V.).
Vicente Andrés Estelles, s/n
46100 Burjassot (Valencia)

Vizquez Belda, Beatriz Isabel

Dpto. Quim. Analit. Nutric. y Bromat.
Fac. Veterinaria, Univ. Santiago
Campus Universitario Norte, s/n
27002 Lugo

Pérez Urquiza, Melina
Dpto. Quimica Analitica
Facultad de Quimica (U.B.).
Avda. Diagonal, 647

08028 Barcelona

Ausio Martin, Fco. Javier

Inst. Invest. Quim. y Ambientals (CSIC)
Jordi Girona, 18-26

08034 Barcelona

Guirao i Marco, Maria José
Dpto. Quimica Analitica
Facultad de Quimica (U.B.).
Avda. Diagonal, 647

(08028 Barcelona

Gomez de los Santos, M* Gema
Inst. Quimica Orgénica (CSIC)
Juan de la Cierva, 3

28006 Madrid

Niifiez Burcio, Oscar

Dpto. Quimica Analitica
Facultad de Quimica (U.B.).
Avda. Diagonal, 647

08028 Barcelona
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Si desea hacerse socio del GCTA rellene y envie el siguiente boletin de inscripcidn a la secretaria: |

Dr. Xavier Guardino |

Grupo de Cromatografia y Técnicas Afines - Centro Nal. de Condiciones de Trabajo |
C/ Dulcet, 2-10 - 08034 Barcelona

acompaiiado de la correspondiente autorizacion bancaria. Precio 2000: 5.600 Ptas. |

Sefiale la direccién en la que desea recibir la correspondencia. |

Por favor, envie un cheque por la cuota del primer afio. |

|
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|

|

|

|
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REAL SOCIEDAD ESPANOLA DE QUIMICA
GRUPO DE CROMATOGRAFIA Y TECNICAS AFINES

HOJA DE INSCRIPCION
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Quimica.
Atentamente le saluda,

Firma
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NFORMACIONES

Cromatografia y Técnicas Afines

CALENDARIO DE ACTIVIDADES

CONGRESOS
15th International Mass Spectrometry Conference

Tendrd lugar en Barcelona, del 27 de agosto al | de
septiembre de 2000, presidido por Emilio Gelpi. presi-
dente de la Sociedad Espafiola de Espectrometria de
Masas y miembro del GCTA.

Puede obtenerse mis informacion en:

15th IMSC

Ana Costeja

Palau de Congressos/Dept. de Convencions

Av. Reina Cristina. s/n

08004 Barcelona

Fax: +34 934 262 845

e-mail: 15imsc@ website.es

Pédgina Internet: www.website.es/15imsc

23rd International Symposium on Chromato-
graphy 2000

Tendrd lugar en Londres del 1 al 5 de octubre de
2000, organizado por la Chromatographic Socoety
(UK). Association Francaise des Sciences Separatives
(Fr) y Gesellschaft Deutscher Chemiker.

El programa Cientifico conprende conferencias,
comunicaciones orales y carteles, sobre:

— Técnicas acopladas incluyendo MS y NMR

— Separaciones con electricidad

— Miniaturizacion

— Separaciones quirales

— Automatizacion

— Purificacion por separacion

— Fases estacionarias de disefio

— Determinacion cromatogriafica de propiedades
fisicas

— Separacién de grandes moléculas

— Preparacion de muestra

—  Optimizacién y validacidn

— Aplicaciones

Los trabajos se publicardn en un niimero especial de
Chromatographia.
Para obtener mas informacion:

1SC 2000

Chromatographic Society

Clarendon Chambers

32, Clarendon Street

Nottingham

NG1 5JD. Reino Unido

Fax: +44 1159500614

e-mail: ISC2000@ chromsoc.demon.co.uk
Pdgina Internet:
www.chromsoc.demon.co.uk/ISC2000.htm

International Symposium on High Performance
Liquid Phase Separations and related techniques:
HPLC 2001

Tendrd lugar en Maastricht, Holanda. del 17 al 22
de junio de 2001.

Se puede obtener mds informacién en:

Symposium Secretariat HPLC 2001

P.O.Box 1558

6501 BN Nijmegen, Holanda

Fax: +31 24360 1159

E-mail: hple.2001 @ congres.net

VIIth International Symposium on Drug Analysis
“Drug Analysis 2002"

Organizado por la Belgian Society of Sciences ten-
drd lugar en Brujas, Bélgica, del 21 al 25 de abril de
2002, presidido por el Prof. Dr. Willy Baeyens, de la
Universidad de Gante.

Para mds informacion. escribir a:

Orga-med Congress Office

Mr. Peter Erard, Project Manager

Essenestraat 77, B - 1740 Ternat (Bélgica)

Fax: +32-9- 264 81 96

E-mail willy.baeyens@rug.ac.be

Internet: http://www.allserv.rug.ac.be/~elsmet/con-
ferences.html




CURSOS
Calidad total y acreditaciéon en Quimica Analitica

Tendrd lugar del 16 al 20 de octubre de 2000, orga-
nizado por el CIEMAT, y tendrd una duracién de 30
horas

Objetivo:

Garantizar la formacion necesaria para incorporar a
los laboratorios analiticos de andlisis quimico y fisico-
quimico, los criterios de calidad total requeridos para
su optimizacion en el horizonte de 2000 y para el pro-
ceso de acreditacién en el marco de la Unién Europea,
que promueve una concepcion de laboratorios y de su
funcionamiento muy mejorada con respecto a los
estandares actuales.

Contenido:

— Calidad en la Unién Europea y en Espana. Marco
de acreditacion.

— Normativas EN, ISO y UNE.

— Lacalidad en el proceso analitico.

— Trazabilidad. incertidumbre y calibracién.

— Aplicacién de métodos estadisticos y quimiométri-
cos de evaluacion y control de calidad.

— Proceso de acreditacion.,

— Manual de garantia de calidad.

— Procedimientos analiticos y su aplicacién.

— Gestién de la calidad total.

— Aplicacién de normas EN y BPL en laboratorios de
ensayo.

— LIMS (Laboratory Information Management
Systems).

Inscripcién: Hasta 15 dias antes de la fecha de
comienzo del curso.

Informacion : Instituto de Estudios de la Energia.
Area de Energfas Renovables

Ttno: (91) 34663 19,

E-mail: trivi@ciemat.es

Recent developments in sample preparation for
chromatography (Trainig course)

Informacion: Dr. F. David o Mrs. M. Halsberghe
Fax:+32 56 204 859
E-mail: ric.sandra@ ven.be




MILLIPORE

Ahora hay una manera mas rapida y sencilla de
purificar productos PCR
Consign olta recuperacion y pureza de productos PCR sin lavados, sales
ni disohentes Simplemente 1 oficda muestra o lo placa MultiScreen®PCR,
2 oplicor vacio, y 3 reconstilvic para recuperar productos PCR purificodes
El occeso de cargo superior y =l formato de 96 pocilles permile automatizar grandes
cantidodes de muestras. Para un nimero medio de muestras (10 o mas), pruebe
unidades de lilltacion con centrifuga Microcon-PCR®

Fara mas infermecidn: millipome com/puredna. Tho. 917 283 960
Fara realizar un pedida: pedides@milkpore. com The: 901 109 109

| ..
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MILLIPORE

Para eliminar contaminantes

® Con membrana PVDF de baja adsorcion de
proleinas y PTFE hidréfilo

® Con Nylon compatible con soluciones acuosas y
mezclas organico-acuosas

 Con PTFE hidrélobo para soluciones organicas

muy agresivas

Para aplicaciones automatizadas
® Unidades Automation Cerlified® para estaciones
de trabajo Zymark®

p U r e S e ' e CT | O n Para mas informacion contacte con Milipore

y solicite un ejemplar de la

Guia de Seleccion de los

unidades Millex y discos 5':‘"-“"0 o
de filtrocidn. o S Vi

Millipore dispone de gran variedad de filtros para
jeringa, con diferentes tipos de membrana y formatos. B
Todas las unidades Millex son controladas para cumplir

los estandar de calidad Millipore.

Millipoes iy Millex son marcas comersialss
de Millipore Corpoation o una comparia filial
Zymark y Automation Certified son marcas

www.millipore.com/nonsterile ookt Tyreesh st




Seguimos esforzandonos en innovar,... y
esfos son nuestros resultados:

KONIK HRGC 4000 B
Peak Power

Cromatografia Ultra-rdpida:
Horno #0.1°C. Maxima
precision. Neumdtica Digital
(EPC).

Inyector Estanco con Septum
Frio (sin Purga de Septum):
Garantia de integridad en
andlisis de compuestos
voldtiles y de alto peso
molecular.

Ahorro de Gas Portador.

Cromatografo de Liquidos
Isocratico o de Gradientes
Binarios con Detector UV-Vis y
Valvula de Inyeccion
totalmente integrado
controlado por computador.
Automuestreador opcional.

La solucion optima para su
laboratorio al mejor precio.

KONIK K-MAS5
Automuestreador
Multimodo

Cinco modos operativos
disponibles en un solo
instrumento:

Purga y Trampa (P&T),
Espacio de Cabeza Estatico,
u-Extraccion en Fase Sélida,
Desorbcion Térmica,
Preparacion de Muestras,
Microagitacién y Evaporacién.
Un concepto dnico de Konik.

KONIK K-MASS11
Espectrometro de Masas

El nuevo y unico detector de
masas para GC y HPLC con
sonda de solidos.

11 modos de ionizacion
diferentes.

Fuentes de ionizacion
intercambiables en menos de
10 minutos.

Bombeo diferencial con doble
turbo.

Cuadrupolo con rango de
masas hasta 1500 uma.

para que con los KONIK obtenga:
maxima productividad,

total automatizacion,

inigualada flexibilidad,
mejor precio/prestaciones,
eficaz servicio técnico ex-fabrica.

/(GE:NAI 7,.(- TECH'

Kromatografia + Espeltroscopia
Soluciones Analiticas + Control

cromatografia ingenieria e

preparacion de muestras espectroscopia
espectrometria ciencia de materiales

Barcelona: Tel. 93 590 2840 Fax 93 590 2844
Madrid: Tel. 91 328 2526 Fax 91 328 3654

Ventas: ventas@konik-group.com

Marketing: marketing@konik-group.com
Servicio Técnico: SAT@konik-group.com

http:\\www.konik-group.com




MPRESAS colaboradoras

Cromatografia y Técnicas Afines

PROTECTORAS

* AGILENT TECHNOLOGIES
SPAIN, S.L.
Ctra. N-VI, km 18,200
28230 LAS ROZAS (Madrid)

*« HUCOA ERLOSS. S.A.
Avda. Manoteras, s/n, calle 3
Edificio Esindus - 28050 MADRID

* PERKIN ELMER HISPANIA, S.A.
Avda. Universitat Auténoma, 3A
Parc Tecnologic del Vallés
08290 CERDANYOLA (Barcelona)

ASOCIADAS

* AL AIR LIQUID ESPANA, S.A.
Paseo de Recoletos, 18-20
28001 MADRID

* ALFAQUIMIA, S.L.
Covarrubias, |
28010 MADRID

* GOMENSORO, S.A.
Aguacate, 15
28044 MADRID

*[ZASA,S.A.
Aragoneses, 13
Poligono Industrial Alcobendas
28100 ALCOBENDAS (Madrid)

* KONIK-TECH. S.A.
Ctra. de Cerdanyola, 73 )
08190 SANT CUGAT DEL VALLES (Barcelona)

« KONTRON., S.A.
Salvatierra, 4
28034 MADRID

« INGENIERIA ANALITICA. S.L.
Ctra. Cerdanyola. 65-67
08190 SANT CUGAT DEL VALLES
(Barcelona)

* MERCK FARMA Y QUIMICA. S.A.
Poligono Merck
08100 MOLLET DEL VALLES
(Barcelona)

* MICROMASS INSTRUMENTS. S.A.
Roger de Flor. 180
08013 BARCELONA

* TERMO QUEST. S.A.
Grupo Thermo Instruments
Valdelaparra, 27 - Edif. Alcor, 2* planta
28108 ALCOBENDAS (Madrid)

*« WATERS CROMATOGRAFIA., S.A.
Entenza, 24
08015 BARCELONA

* MILLIPORE IBERICA. S.A.
Avda. Llano Castellano, 13
28034 MADRID

«SCHARLAB.S.L.
LaJota, 86
08016 BARCELONA

» SOCIEDAD ESPANOLA DE
CARBUROS METALICOS
Plaza de Cronos, 5
28037 MADRID

*S.ILA. Enginyers, S.A.
Llacuna. 162
08018 BARCELONA

* SUGELABOR
Sicilia. 36
28038 MADRID

* TEKNOKROMA
Ctra. Cerdanyola, 71.2°
08190 SANT CUGAT DEL VALLES
(Barcelona)

* VARIAN-IBERICA.S.L.
Avda. Pedro Diez, 25, 3°
28019 MADRID

* VERTEX TECHNICS. S.L.
Comercio, 12-14 bajos
08902 HOSPITALET DE LLOBREGAT
(Barcelona)




: .:":'. .. Agilent Technologies

3 Innovating the HP Way

AGILENT TECHNOLOGIES Y PE BIOSYSTEMS
ANUNCIAN UN ACUERDO PARA LA COMER-
CIALIZACION Y DESARROLLO DE SISTEMAS
LC/MS

Agilent Technologies Inc. y PE Biosystems Group
(divisién de PE Corporation que incluye su ‘joint ventu-
re’ con PE SCIEX) han anunciado recientemente la firma
de un acuerdo corporativo para proporcionar a los inves-
tigadores farmacéuticos una completa gama de solucio-
nes de cromatografia liquida (LC) v espectrometria de
masas (MS). Los términos financieros del acuerdo no han
sido revelados.

Las dos compaiifas aportan sus respectivas experien-
ciasen LC y MS a esta relacién, proporcionando nuevas
soluciones LC/MS. através de la integracion de las tec-
nologias de Agilent v PE Biosystems. Este acuerdo es
continuacién de otro anterior de octubre de 1999,
mediante el cual PE Biosystems venderia, instalaria y
seria el primer contacto para el soporte técnico de los
equipos LC de Agilent Technologies integrados con sus
productos MS.

Los principales productos incluidos en este acuerdo
son Sistemas LC Agilent Serie 1100, Sistemas LC/MSD
Agilent Single-Quad, el nuevo sistema de Agilent LC/MS
lon-Trap Serie 1100, Sistema LC/MS/MS Triple-Quad
PE Biosystems/PE SCIEX API 3000, Sistema
LC/MS/MS QSTAR Pulsar y la estacion de trabajo PE
Biosystems Mariner API-TOP.

Otros detalles del acuerdo son:

Hardware

Agilent Technologies suministrard a PE Biosystems
los sistemas, lideres de la industria, LC Serie 1100 parala
integracion con los espectrometros de masas PE
Biosystems/PE SCIEX. PE Biosystems vendera. instala-
rd. soportard y dard servicio a estos equipos. Las dos
compaiiias cooperardn en el desarrollo de nuevas tecno-
logias HPLC. incluyendo el nuevo sistema LC Capilar
Serie 1100 y los muestreadores de placas de 96 posicio-
nes de muestras.

Software

El software cromatogrifico de Agilent serd combinado
e integrado con el software MS de PE Biosystems. Como
primer paso, los datos generados en el sistema LC/MSD
de Agilent serdan compatibles con el software PE SCIEX
Analyst para la reduccién y evaluacion de datos.

-ﬂIOVEDADES TECNICAS

Soporte

Agilent Technologies y PE Biosystems trabajardn
para asegurar un excepcional soporte a sus clientes far-
macéuticos. Ambas compaiiias cooperardn para asegurar
que sus clientes obtienen la 6ptima solucion a sus necesi-
dades del sistema LC/MS.

PE Corporation
PE Corporation actualmente comprende dos grupos

de operacion. El Grupo PE Biosystems, con unas ventas
de 1.2 millardos de délares en el afio fiscal 1999, desarro-
lla y comercializa sistemas basados en instrumentos,
reactivos, software y servicios relativos a contratos para
la comunidad dedicada a ciencias de la vida e investiga-
cion. PE Biosystems. basado en California. incluye cua-
tro divisiones: Applied Biosystems, PE Informatics,
Tropix y PerSeptive Biosystems. PE SCIEX. que se diri-
ge através de la Division PerSeptive Biosystems. es una
*joint venture’ entre PE Corporation y MDS SCIEX. la
division de tecnologia de instrumentacién de MDS. Inc.
El Grupo Celera Genomics. una unidad de negocio
recientemente formada. basada en Rockville. Maryland.
pretende convertirse en la fuente definitiva de informa-
cién genomica y médica relacionada. Puede encontrar
infirmacion sobre la compaiifa en la web, www.pe-
corp.com.

Agilent Technologies

Agilent Technologies es una compaiiia de tecnologia
diversa. resultante del plan de Hewlett-Packard de reali-
neamiento estratégico en dos compaiiias completamente
independientes. Con 42.000 empleados al servicio de sus
clientes en mas de 120 paises. Agilent Technologies es
lider global en el disefio y la fabricacién de instrumentos,
sistemas y soluciones para prueba, medida y monitoriza-
cion, asi como componentes opticos y semiconductores.
La compaiiia estd introducida en mercados de comunica-
ciones. electrénica. ciencias de la vida y cuidados de la
salud. Las unidades de negocio que constituyen Agilent.
subsidiaria de HP, generaron unos ingresos netos de mas
de 8.3 millardos de délares en el afo fiscal 1999. Puede
encontrar infirmacién sobre la compaiiia en la web,
WWW.pe-corp.com.

AGILENT TECHNOLOGIES ADQUIERE J&W
SCIENTIFIC

La adquisicién convierte a Agilent en el mayor prove-
edor del mundo de instrumentos, soluciones, colum-
nas y consumibles de cromatografia de gases

Agilent Technologies Inc ha anunciado que ha firma-
do un acuerdo de fusién con J&W Scientific. el mayor



fabricante y proveedor mundial de columnas capilares de
cromatografia de gases (GC). Basada en Folsom,
California, J&W desarrolla y comercializa una amplia
gama de columnas y consumibles para GC, como flujé-
metros, jeringas y purificadores de gases. La adquisicion
expandird en gran medida el actual rango de soluciones
que Agilent ofrece a las industrias quimica, petroquimica,
de proceso de hidrocarburos y medioambiental. Los tér-
minos financieros de la adquisicién no han sido revela-
dos.

Desde 1978, J&W ha estado en la vanguardia de la
ciencia de separacién en fase gaseosa, manteniendo un
fuerte compromiso con la investigacién y desarrollo,
rigurosos estdndares de fabricacién y exhaustivas prue-
bas de productos. J&W fue el primero en desarrollar una
técnica para enlazar de modo permanente los recubri-
mientos quimicos a la columna de vidrio, en un proceso
conocido como Durabond.

Ademas de su amplia gama de columnas GC, J&W
también fabrica productos para electroforesis capilar
(CE) y extraccion en fase solida (SPE). asi como flujéme-
tros Humonics, jeringas Unimetrics y purificadores de
gases para separaciones I+D.

Puede encontrar informacién sobre los productos y
servicios para andlisis quimico de Agilent en la web,
direccion: www.agilent.com/chem.

I&W Scientific

Fundadaen 1975, J&W Scientific se ha convertido en
el estdndar de la industria de columnas capilares GC, des-
arrollando técnicas de fabricacién propios que. al combi-
narlas con otros avances, les han convertido en el mayor
proveedor del mundo de columnas capilares de cromato-
grafia de gases y productos relacionados.

gilen gies

Agilent Technologies es una compaiiia de tecnologia
diversa, resultante del plan de Hewlett-Packard de reali-
neamiento estratégico en dos compaiiias completamente
independientes. Con 42.000 empleados al servicio de
sus clientes en mds de 120 paises, Agilent Technologies
es lider global en el disefo y la fabricacién de instru-
mentos, sistemas y soluciones para prueba, medida y
monitorizacion, asi como componentes Opticos y semi-
conductores. La compaiiia estd introducida en mercados
de comunicaciones, electrénica, ciencias de la vida y
cuidados de la salud. Las unidades de negocio que cons-
tituyen Agilent, subsidiaria de HP, generaron unos
ingresos netos de mds de 8,3 millardos de délares en el
afo fiscal 1999.

Agilent Technologies

Ctra. N-VI, Km. 18,200 - 28230 Las Rozas

Tel. 901 116 890 - Fax 916 376 505
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PerkinElmer’

instruments.

Sistemas TurboMatrix de desorcién térmica.

La desorcién térmica constituye una técnica limpia,
simple y rdpida para la preparacién de muestras volatiles
y semivolatiles para GC (control de aire, aromas, desgasi-
ficacion de envasados, polimeros, farmacos, materiales
semiconductores, etc.). La utilizaciéon del sistema
TurboMatrix hace todavia mas simple y rdpida la inyec-
cién en un cromatdgrafo de gases en linea, siendo compa-
tible con cualquier modelo de cromatégrafo y con cual-
quier tipo de columna. Por otra parte, incorpora un siste-
ma de interfase de usuario para el control de las distintas
variables y condiciones de trabajo que es muy intuitivo y
se ejecuta mediante toques sobre una pantalla grafica.

La extraccion puede hacerse desde la muestra directa-

mente 0 desde tubos que contienen un adsorbente sobre el
que se ha depositado la muestra, sin mas preparacion.
Basta con calentar el tubo de muestra en presencia de un
flujo de gas inerte para extraer y preconcentrar la muestra
antes de su inyeccion en el cromatdgrafo.
El control se realiza mediante una pantalla de colores que
permite la introduccién de todos los parametros y valores
de las variables de operacién en solo unos segundos y con
la mdxima simplicidad para cualquier tipo de usuario,
que puede comprobar los valores seleccionados en la
misma pantalla. En operaciones de rutina en las que se
repiten las condiciones, basta con un solo toque para
poner en marcha el sistema.




Los tubos de muestra. de vidrio o acero, pueden ser
recuperados para usos sucesivos. El sistema de precon-
centracion dispone de enfriamiento por efecto Peltier de
hasta—-30°C. La desorcién no necesita disolventes. con lo
que el andlisis cromatogréfico posterior se libra de moles-
tas interferencias. Todo ello contribuye a una notable
reduccién del coste de los andlisis.

El sistema, tal como estd. es de amplia aplicacién a la
mayor parte de los problemas analiticos relacionados
con sustancias voldtiles o semivolilites. No obstante,
dispone también de una serie de accesorios que permiten
acometer problemas especiales. tales como un dispositi-
vo que permite analizar voldtiles directamente en el aire
atmosférico. otro que elimina la humedad y puede afadir
una cantidad fija de un gas como patrén interno. o un
accesorio de enfriamiento con nitrégeno liquido hasta
—100°C.

Sistemas TurboMatrix de inveccion de espacio de
cabeza.

El sistema TurboMatrix de espacio de cabeza es el
fruto de mas de 35 afnos de experiencia de Perkin
Elmer en el tratamiento e introduccion de muestras. El
sistema elimina etapas tediosas y acumuladoras de
errores que son imprescindibles en otros métodos o
equipos, aportando mas informacién en menos tiempo
de anlisis.

AnRRaRRRREN

El equipo es muy versdtil. y sirve lo mismo para andli-
sis de rutina de muchas muestras de espacio de cabeza
que para manipulaciones mas complejas que requieran,
por ejemplo, crioenfoque antes de su inyeccion. Lo
mismo puede decirse de los cromatdgrafos a los que se
puede adaptar, o los tipos de columna cromatografica uti-
lizables. Esto lo hace itil en cualquier laboratorio. de
rutina o investigacion.

Como en el sistema TurboMatrix de desorcion térmi-
ca, este equipo dispone de una interfase de usuario
mediante la que se realiza el control de las variables de
operacion a través de una pantalla de colores en solo unos
segundos y con la mdxima simplicidad para cualquier
tipo de usuario. que puede comprobar los valores selec-
cionados en la misma pantalla. Como en el equipo de des-
orcién térmica. en operaciones de rutina en las que se
repiten las condiciones, basta con un solo toque para
poner en marcha el sistema, pudiéndose automatizar
hasta 24 horas.

El sistema puede termostatizar 12 muestras simulta-
neamente, lo que ahorra tiempo de preparacion de la
muestra y favorece la reproducibilidad. El sistema de
balance de presiones que utiliza para la introduccién del
espacio de cabeza en el cromatdgrafo no utiliza jeringa de
gases y es completamente cerrado. Tampoco usa vdlvulas
de pasos miiltiples, lo que minimiza los contactos en
muestras delicadas. La muestra entra en la columna porel
gradiente de presion que se establece, durante un tiempo
controlado. entre el recipiente y la cabeza de la columna,
sin que haya en ese momento ningtin gas de arrastre.
Todo ello produce la ausencia de pérdidas, los minimos
riesgos de degradacién y de dilucién v, por tanto, un
aumento considerable de sensibilidad, reproducibilidad v
eficacia en la inyeccion cromatogriéfica.

Perkin Elmer Esparia, S.L.

Parc Tecnologic del Vallés

Av. Univ. Auténoma, 3A. bajos

08290 Cerdanyola (Barcelona)

Teléf. 93 582 4522 - Fax 93 58245 21
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NOVEDADES THERMO QUEST PRESENTADAS
ENLAPITTCON 2000

Surveyor™
Sistema de Cromatografia de Liquidos especialmente
disenado para aplicaciones LC/MS

El nuevo sistema LC/MS FAST™ de Thermo Quest
integra el cromatégrafo de liquidos y el espectrémetro de
masas en un completo y tinico sistema verdaderamente
sin precedentes. Un sistema FAST? incluye el nuevo sis-
tema LC Surveyor, el primer sistema cromatogréfico
disefiado por Thermo Quest especialmente para aplica-
ciones LC/MS/MS y LC/MS™, Cada médulo del sistema
cromatografico estd disefiado para su conexién y opera-
cion directa con los Espectrémetros de Masas de trampa



i6nica y cuadrupolares, fabricados por la compaiifa. El
software para Espectrometria de Masas, Xcalibur, de
Thermo Quest controla completamente el sistema
LC/MS y la adquisicién y tratamiento de datos analiticos.

Incomparable operacion del sistema LC/MS

El nuevo sistema LC Surveyor funciona con todo el
amplio rango de Espectrémetros de Masas de Termo
Quest tanto de trampa iénica como cuadrupolares.

La capacidad MS" de los sistemas FINNIGAN
LCQ™ DUO, LCQ™ DECA y TRO® permite obtener
rapidos y definitivos espectros MS™. Esto hace de estos
sistemas LC/MSP la respuesta 6ptima para la gran varie-
dad de aplicaciones demostradas, tanto desde el punto de
vista cualitativo como cuantitativo, incluyendo operacion
“open access”’, quimica combinatoria, identificacién de
proteinas, identificacion de metabolitos, andlisis de
impurezas y cuantificacién de compuestos a niveles de
trazas en matrices complejas.

Ventajas de los médulos del Surveyor

La bomba del Surveyor MS es ideal para usar con
columnas de 2.1 mn. Por su bajo volumen, estas colum-
nas tienen tiempos cortos de andlisis e incrementan la
sensibilidad del sistema. Las excepcionales prestaciones
de la bomba en el rango de flujos desde 25 ul/min. hasta 2
ml/min. permiten trabajar con columnas desde > | mm.
hasta 4.6 mm. Calibrada para un flujo de 200 ul/min. para
alcanzar unas excepcionales prestaciones con los
Espectrometros de Masas, manteniendo este flujo consis-
tente para aplicaciones LC/MS, dia tras dia sin division
del eluyente.

Estas prestaciones en la precisién de flujo hacen de la
bomba Surveyor MS una opcién ideal, mejor que las
bombas analiticas estdndar utilizadas hasta ahora, para
aplicacionesLC/MS". Adicionalmente su extremadamen-
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te bajo volumen muerto contribuye a mejorar las presta-
ciones del Sistema FAST™.

El muestreador automdtico del nuevo Surveyor MS
ha sido disefado para ciclos rapidos de inyeccién, infe-
rior incluso a 30 segundos.

Capacidad para manejar gran niimero de muestras:
200 viales estandar y 3 placas microtiter de 96 6 384. El
muestreador automatico utiliza muy bajo volumen total
de inyeccion e incorpora sistema de calefaccion y refrige-
racion, tanto para viales como para columnas, caracteris-
tica importante para aquellos trabajos con cantidad limi-
tada de material biolégico.

El Sistema Surveyor FAST" incorpora el detector de
array de fotodiodos Surveyor MS con cubeta Ligh Pipe™
de ultra alta sensibilidad de Thermo Quest. La cubeta de 5
cm. de longitud Light Pipe introducida por Thermo Quest
en 1998 proporciona una sensibilidad varias veces supe-
rior a las cubetas analiticas comerciales.

Opcionalmente, también se puede utilizar una cubeta
de 1 cm. Light Pipe.

Prestaciones optimizadas para funcionamiento
Narrowbore

El sistema cromatogréfico Surveyor ha sido especial-
mente disefiado para optimizar su trabajo a escala
Narrowbore y especialmente para aplicaciones LC/MS",
El bajo y preciso flujo de operacién de la bomba y mas
cortos tiempos de equilibrio, permiten mayor capacidad
de procesamiento de muestras para detectores MS.
Finalmente la cubeta mas corta de 1 cm. y 2 ul de volu-
men interno light Pipe reduce el volumen total de medida,
una ventaja de especial interés para sistemas LC/MS
cuando se generan datos de UV y MS en serie.

Software de control integrado

El software de control LC/MS Xcalibur™ controla
tanto el sistema LC Surveyor como el Espectrémetro de
Masas usando una intuitiva interfase grifica que permite
la puesta en marcha de todo el instrumento desde una sola
pantalla. El software Xcalibur controla el desarrollo de
métodos, recepcion y andlisis de datos, e informe para un
completo rango de experimentos incluyendo complejas
aplicaciones dependientes de los datos obtenidos.

Adicionalmente una serie de operaciones avanzadas
del software proporcionan andlisis de datos especializa-
dos para futuras ampliaciones de procesado de muestras
tales como identificacion de proteinas, identificacion de
metabolitos y cualificacion.

Tempues TOF-MS

Thermo Quest presenta Tempus, su nuevo espectré-
metro de masas de tiempo de vuelo (TOF) apropiado
como Unico detector para la cromatografia rdpida.




Tempus es un detector de masas TOF con aceleracion
ortogonal. Sus principales caracteristicas son la rédpida
velocidad de adquisicion espectral, el amplio intervalo
dindmico (superior 103) y la generacion de espectros cld-
sicos EIL

El espectrometro de masas Tempus consta de una
fuente de corriente continua. con una region de acelera-
cién de pulsos. La direccién del tiempo de vuelo es 907,
ortogonal al eje de la fuente.

A diferencia del cuadrupolo tradicional. donde debido
al tipo de barrido la mayoria de los iones en un intervalo
de masas determinado son rechazados. en el sistema TOF
los espectros son pulsados a 40.000 espectros por segun-
do y los sistemas electrénicos cuentan todos los iones en
cada pulso. Asimismo. debido a la cantidad de iones que
llegan al detector en un corto espacio de tiempo y para
evitar la pérdida de sensibilidad. Tempus utiliza un par de
microcanales con capacidad de cientos de canales de
deteccion.

La ventaja de este tipo de detector es que es capaz de
detectar picos con una anchura de nanosegundos e inme-
diatamente detecta el pico siguiente.

Lo mds novedoso de este equipo es la capacidad de
los sistemas electronicos del detector, capaces de digitali-
zar picos con una anchura de sélo nanosegundos.

En conclusion, el espectrometro de masas Tempus ha
sido especialmente desarrollado para aplicaciones cro-
matogrdficas rdpidas y complejas en diferentes dreas
como la petroleoquimica. medio ambiente, aromas, fra-
gancias y screenings biologicos (alteraciones metabdli-
cas).

Para ampliar la informacién sobre el Sistema LC
Surveyor™  del sistema completo LC/MS FAST" y del
Sistema Tempus TOF-MS, se puede dirigir a su oficina de
Thermo Quest mds proxima:

Avda. de Valdelaparra. 27

Edificio Alcor, segunda planta

28108 Alcobendas (Madrid)

Tfno.: 91 657 49 30 - Fax: 91 657 49 37

Acero, 30-32, pta. 2 - méd. 3

Edificio Sertram

(08038 Barcelona

Tfno.: 9322309 18

Fax: 9322309 82

e-mail: comercial@thermo.es
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NUEVA GAMA DE PRODUCTOS PARALABORA-
TORIOS DELCONTROLY CENTROS DE INVES-
TIGACION

El Grupo Air Liquide ha lanzado al mercado una
nueva gama de productos Alphagaz basados en:

- materia prima de mejor especificacién y con mayor
garantia de control

- diversificacion de los sistemas de suministro para
una mayor facilidad del utilizador

- el paso de la antigua denominacion de los gases
puros como gases N a la definicion por gamas de produc-
tos en relacion con las aplicaciones.

De esta forma, el grupo Air Liquide ha definido las
cuatro nuevas gamas generales de los siguientes produc-
tos:

- Gases Alphagaz 1 y 2

- Mezclas Alphagaz MIX

- Liquidos Alphagaz 1000

- Generadores Alphagaz FLO

ALPHAGAZ 1y 2 en C.G.

ALPHAGAZ 1 ALPHAGAZ 2 ‘
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Aplicacion de las gamas ALPHAGAZ 1y 2



Alphagaz 1

Se incluyen gases puros suministrados en el sistema
tradicional de botellas y que estdn destinadas a cubrir
los andlisis de % a partes por millén (ppm) con total
carantia y de forma particularmente econdmica. Su rela-
cion con las gamas cldsicas seria de pureza hasta
99.9995% y en ella se incluyen Ar. He. N,. Aire. O,.
CO,.C2H, y N>O.

Alphagaz 2

Como los anteriores se suministran en botellas y
estdn destinados a cuybrir los andlisis de partes por
millén (ppm) a partes por billén (ppb) asi como las
investigaciones especiales. y permiten, por ejemplo,
una mejor conservacion de las columnas cromatografi-
cas. Su relacién con las gamas cldsicas seria de pureza
hasta 99.9999% (N60) y en ella se incluyen Ar, H,. He.
N>.0,yCO,

Alphagaz MIX

Con esta gama el mercado dispondrd de mezclas
especialmente concebidas por aplicaciones estindar
(control industrial), instrumentacion analitica. procesos,
etc.. con diferentes grados de tolerancia de sus compo-
nentes e incertidumbre de andlisis, siempre respondiendo
a los requerimientos técnicos para aplicaciones concretas
en cadena de trazabilidad y de certificaciones indepen-
dientes.

Alphagaz 1000

Es una gama destinada a cubrir las aplicaciones de
pureza de He. Ar. N> como productos suministrados bajo
forma liquida en envases criogénicos. En las aplicaciones
gaseosas con suministro bajo forma liquida, se incluyen
una garantia de pureza del tipo Alphagaz 1.

GENERADORES ALPHAGAZ FLO

Esta forma de generacion “in situ™ de nitrégeno. aire e
hidrégeno puros. se anade a los cldsicos sistemas de
suministro de gases, diversificando los sistemas de entre-
ga a los utilizadores.

El sistema Alphagaz FLO presenta, entre otras, las
siguientes ventajas:

- homogeneidad de la calidad

- seguridad: mejor volumen de gas y mejor presion de
almacenamiento

- coste de instalacién

Mediante el mantenimiento preventivo como servicio
de Alphagaz, el utilizador dispone de todo el tiempo para
su trabajo sin las preocupaciones adicionales de roturas
de suministro. cambio de botellas, etc.
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Lacreacion de estas nuevas gamas va acompaiada de
la presentacion de materiales cuyo diseiio se ha basadoen
respetar las caracteristicas del gas puro de acuerdo con
dos premisas bdsicas en las aplicaciones analiticas.

- disponer del gas de calidad adecuada a la utilizacion

- disponer de los materiales e instalaciones que pre-
serven esa calidad hasta el punto de utilizacién .

En el disefio de la distribucién y regulacion de los
gases puros es imprescindible que todos los elementos
que intervienen en la instalacion configuren una “cadena
de pureza total™.

NUEVOS SERVICIOS PARALOS CLIENTES

Air Liquide, como empresa ha incorporado las expec-
tativas de los clientes mediante la creacién de nuevos pro-
ductos especialmente disefiados a su servicio:

- mantenimiento preventivo de instalaciones

- centros de servicios al cliente

- generacion “in situ” de gases

- formacion de seguridad en el manejo de gases

- sistema de control remoto de procesos

De esta forma el grupo Air Liquide tendrd una oferta
global con una cadena completa de opciones que facilitan el
suministro de productos, equipos. instalaciones y servicios.

Al Air Liquide Espaifia, S.A.

Paseo de Recoletos. 18 - 20

28001 Madrid

Tel. 91 5029300-91 5029301

Fax: 9143356952

http: //www.lab.airliquid.com
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INSTRUMENTACION CIENTIFICA

METROHM REVOLUCIONA EL MUNDO DE LA
CROMATOGRAFIAIONICA

Gomensoro. S.A_. a través de su representada suiza
Metrohm, firma lider en andlisis iénico con mds de 50
afios de experiencia en este campo, presenta una nuevay
revolucionaria linea de cromatégrafos idnicos especial-
mente disefiados para cubrir especificamente las necesi-
dades analiticas individuales de cada cliente.

Los equipos de cromatografia iénica de Metrohm, no
solo se caracterizan por su superior potencial analitico.
sino también por su inferior precio. proporcionando una
excelente relacién calidad-precio.

Metrohm, a través de su linea de equipos de cromato-
grafia i6nica ofrece la posibilidad de eleccion de un siste-
ma cromatogrifico compacto. o bien de un sistema cro-
matografico modular donde pueden ser integrados una
amplia gama de modulos exclusivamente disenados para
su utilizacion en el campo de la cromatografia ionica. De
esta forma queda garantizada una extraordinaria versatili-
dad instrumental con el fin de proporcionar la solucién
mads adecuada para cubrir las necesidades especificas de
cada cliente con un minimo coste de andlisis.

Sistema compacto 761 C1 de Metrohm.

El Cromatégrafo Iénico Compacto 761 CI de
Metrohom se caracteriza por su disefo extremadamente
compacto, su sencillisimo manejo v su gran potencial
analitico. facilitando el desarrollo de métodos de andlisis
COTtos Y CONCisos.

Con independencia de la posibilidad de incorporar o
no la supresién quimica en el sistema para solucionar un
determinado problema analitico, la tecnologia mas avan-

zada en cromatografia iénica nunca ha estado disponible
atan bajo precio.

Las caracteristicas mencionadas anteriormente. asi
como la posibilidad de incorporacion de unidades perifé-
ricas como puede ser un procesador de muestras. hacen
de éste el equipo ideal para llevar a cabo andlisis de rutina
en todo tipo de laboratorios. garantizando la obtencién de
limites de deteccion al nivel de pocas ppb, con una
extraordinaria reproducibilidad de los resultados.

El cromatégrafo idnico 761 CI de Metrohm integra en
su estructura compacta todos los elementos necesarios
para constituir un sistema cromatogrifico de maxima
calidad:

Bomba de doble piston: garantiza la obtencién de pul-
sos extremadamente bajos. influyendo asi en una alta
sensibilidad del sistema.

Sistema compacto 761 CI de Metrohm.

Vilvula de inyeccién: permite realizar inyecciones
individuales. asi como mediante el cambiador de mues-
tras 766 CI de Metrohm.

Amortiguador de pulsos: garantiza la mdxima protec-
ci6én de la columna cromatografica.

Perfecto aislamiento del equipo: protegiendo no sélo
la columna frente a variaciones térmicas. sino también al
sistema frente a la influencia de campos electromagnéti-
€os.

Columnas: el sistema compacto 761 CI permite alojar
una amplisima gama de columnas de intercambio aniéni-
co con o sin supresion quimica. columnas de intercambio
catiénico, asi como columnas de separacién de dcidos
organicos.



Mddulo de supresion quimica de Metrohm <MSM>:
compuesto por un rotor con tres unidades de supresion
que se utilizan. se regeneran y se enjuagan ciclicamente
de manera totalmente automatica. De esta forma, para
cada nueva inyeccién se utiliza un supresor limpio y
regenerado, lo que garantiza una elevada sensibilidad y
reproducibilidad en los andlisis. El <MSM> es regenera-
doy lavado en contracorriente mediante el empleo de una
bomba peristaltica de doble canal. Este médulo puede ser
integrado o no en el equipo dependiendo de las necesida-
des especificas de cada cliente.

Detector: la amplisima experiencia de Metrohm en el
mundo de andlisis de iones permite incorporar en los sis-
temas cromatograficos detectores conductimétricos de la
maxima calidad. Este detector presentado por el sistema
compacto 761 CI permite lograr excelentes valores de
sensibilidad, haciendo posible el andlisis de analitos al
nivel de pocas ppb.

Software <761 Compact IC>: el sistema compacto
761 Cl es totalmente controlado via PC. El software del
equipo incorpora pictogramas desde donde controlar
completamente la configuracion del sistema. A su vez.
todos los pardametros cromatogrificos pueden ser visuali-
zados y controlados desde aqui.

El sistema ionico modular de Metrohm incorpora. a
las posibilidades cromatograficas ofrecidas por el sistema
compacto. la capacidad de combinacion de una amplia
gama de modulos exclusivamente disefiados para su utili-
zacién en el campo de la cromatografia i6nica. De esta
forma. Metrohm ofrece una gran variedad de sistemas
cromatograficos modulares <MIC> especificamente
disenados para cubrir las necesidades analiticas de cada
cliente. He aqui una breve introduccion a los sistemas
modulares mas frecuentemente utilizados por los clientes
de Metrohm.

Sistema modular NI1C-3 de Metrohm,
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MIC 1: sistema modular disenado para determinacio-
nes de aniones y cationes con supresion electrénica.

MIC 2: sistema modular para determinaciones de
aniones con supresion quimica y electrénica.

MIC 3: sistema modular con doble canal para la deter-
minacién conjunta de aniones y cationes con supresion
quimica,

MIC 4: sistema modular para determinaciones de
cationes con supresion electrénica y posibilidad de pre-
concentracién de muestras.

MIC 5: sistema modular para determinaciones de
aniones con supresién quimica, electrénica y posibilidad
de preconcentracion de muestras.

MIC 6: sistema modular para determinaciones de
aniones con supresion quimica y electrénica, con posibi-
lidad de preconcentracion de muestras y eliminacion de
matrices.

MIC 7: sistema modular disefiado para determinacio-
nes de aniones con supresion quimica, electrénica y uni-
dad de didlisis para el tratamiento de muestras.

Titr-IC: tnico sistema combinado capaz de propor-
cionar medidas de conductividad, pH. titraciones poten-
ciométricas v determinaciones mediante cromatografia
ionica en una sola muestra. Su total automatizacion y
enorme potencial analitico lo convierten en un sistema
clave en el campo de andlisis de aguas v aguas residuales,
asi como en andlisis de vinos y banos galvdnicos, entre
otros.

El software Metrodata IC-Net es el responsable del
control y la comunicacién de todos los médulos que com-
ponen el sistema modular, asi como de visualizar y con-
trolar todos los parametros cromatogrificos requeridos
para cada aplicacion.

Visitando la pdgina web de Metrohm.
<www.metrohm.ch>. 0 a través de la pagina web de
Gomensoro, <Www,gomensoro.com>, es posible acce-
der a una amplisima gama de aplicaciones para croma-
tografia iénica. El software Metrodata IC-Net ofrece la
posibilidad de incorporar, de manera rdpida y concisa,
nuevas aplicaciones cromatogrificas sin mds que sal-
varlas a partir de la base de datos de Metrohm en
Internet.

Gomensoro, S.A., firma representante de Metrohm en
Espaiia, pone a la disposicion del cliente un grupo de pro-
fesionales especialistas en andlisis idnico, garantizando
un experto asesoramiento técnico con el fin de encontrar
y aplicar la solucién analitica mds adecuada para cada
cliente.

Aguacate. 15 - 28044 Madrid.

Teléf.: 91 508 65 86/9

Fax: 91508 65 11.

http: //www.gomensoro.com

e-mail: gomen@ctv.es.




MILLIPORE

El sistema Milli-Q* Element: agua ultrapura para
analisis de trazas

El sistema de purificacién de agua Milli-Q Element fue
disefiado por cientificos que utilizan ILC. ICP-MS y
FAAS. Proporciona a los laboratorios analiticos una
fuente constante y fiable de agua ultrapura cuya calidad
es igual o superior a la producida en la industria de semi-
conductores.

Figura 1. Sistema de purificacion de agua Milli-Q Element

El sistema Milli-Q Element se ha disefiado con mate-
riales ultralimpios y una secuencia optimizada de etapas
sucesivas de purificacién del agua. El resultado es agua
de la mdxima calidad. libre de contaminantes que afecten
al andlisis de trazas.

Los polimeros utilizados para la produccion de los
cartuchos Q-Gard® y Quantum" y las piezas de pldstico
utilizadas en la construccién del sistema Milli-Q
Element. se han seleccionado cuidadosamente, tras un
profundo estudio de su capacidad de liberacion de trazas.

Elemento

Figura 2. Anilisis elemental ICP-MS (valores en ppt) Sistema Milli-
Q Element alimentado con agua del sistema Elix (resistividad > 10
MWéoem: COT < 30 ppb.

Ademas. para el Milli-Q Element se han desarrollado
especificamente nuevos cartuchos, como el Q-Gard B
para eliminacién de boro. y el filtro de membrana
Optimizer' LW para la filtracién final.

Publicaciones técnicas del Departamento de
Investigacion y Desarrollo de Millipore Corporation

Ahora, usted tiene acceso al trabajo experimental rea-
lizado por nuestro grupo de 1+D. durante el disefio y des-
arrollo de nuestra gama actual de sistemas de purificacion
de agua.

Estos articulos, escritos por los cientificos de los labo-
ratorios de Millipore en diversos paises, describen algu-
nos de los ensavos de cualificacién realizados durante las
fases de desarrollo de nuevos productos. y muestran los
rendimientos de los equipos. Incluyen descripciones
completas de los materiales y métodos utilizados y una
discusion de los resultados obtenidos en la seleccion de
nuevas materias primas, la eleccién de una configuracion
especifica, o el establecimiento del “perfil de calidad” del
agua producida por nuestra gama de equipos.

Dos articulos ya disponibles

El primero, titulado “Optimizing Storage of Purified
Water for Laboratory Applications™. revisa los diversos
criterios que deben ser observados en el disefio y cons-
truccién de un depésito para agua purificada de labora-
torio. En la produccién de agua ultrapura. suele ser
necesario el almacenamiento de agua pretratada (agua
de tipo 2 6 3). Este articulo muestra que la adecuada
seleccion de los materiales y los accesorios permite una
conservacion aceptable de la calidad del agua pretrata-
da. Este articulo puede pedirse utilizando la referencia
RDOO1.

El segundo articulo. titulado “Ultrapure Water for
Elemental Analysis down to ppt levels™, muestra datos de
cualificacion obtenidos durante el desarrollo de un siste-
ma de produccién de agua ultrapura especifico para el
andlisis de trazas. Este articulo también trata sobre la téc-
nica mas sensible de andlisis multi-elemental, ICP-MS,
revisando literatura anterior relativa al as causas de la
interferencia y la contaminacién. Se muestran los valores
tipicos de blancos que pueden conseguirse en I[CP-MS.
Este articulo puede pedirse utilizando la referencia
RD002.

Para mds informacién, péngase en contacto con:

Millipore Ibérica, S.A. - Avda. Llano Castellano. 13
- 28034 Madrid. Tel. 917 283 960 - Fax 917 292 909 -
E-mail iberica@millipore.com

Millipore Ibérica, S.A. - Balmes, 89-91 - 08008
Barcelona. Tel. 934 525 530 - Fax 934516048 - E-mail
iberica@millipore.com

Internet: www.millipore.com



NUEVO CROMATOGRAFO IONICO DIONEX DX 600

El1 DX 600 es en la actualidad, el cromatdgrafo idnico
mds potente jamds desarrollado. Combina todos los
requerimientos ya existentes en los equipos de cromato-
grafia iénica, por lo que puede desarrollar desde aplica-
ciones sencillas mediante andlisis isocratico hasta las
aplicaciones en gradiente mds complicadas.

En Vertex, distribuidor en Espafia de Dionex. sabe-
mos que el DX 600 es el cromatdgrafo idnico mds versatil
y avanzado. sin que su manejo sea dificil.

(En qué es diferente el nuevo DX 6007

Hasta su aspecto exterior es distinto. Los paneles tipo
membrana son mds sencillos, con una disposicion mas
ergonomica de los comandos de navegacion.

Pero evidentemente los cambios principales estdn en
su interior.

Puede llevar incorporados:

Una nueva bomba de gradiente, la GS50.
Una bomba isocritica, la [S25.

— Un detector de absorbancia. el AD25.

Un detector de fotodiodo array. el PDA-100.

— Un detector electroquimico, el ED30.

— Y undetector de conductividad. el CD25.

También hay mejoras en el automuestreador, el AS50
y en el generador de eluyentes. el EG40.

El DX 600 también marca el comienzo de las interco-
municaciones DX LAN através de lared 10BaseT y su
cable coaxial. Todos los médulos se conectan via interfa-
ce con el software PeakNet6, proporcionandoles la posi-
bilidad de control para su mantenimiento. calibracién y
validacion.

Cromalografia y Técnicas Afines

Bombas GS50 de gradiente, e IS25, isocratica

Quizds el cambio principal del nuevo DX600 radique
en la bomba.

Labomba GS50 es una bomba de gradiente cuaterna-
rio de doble pistén en serie. con una capacidad de dis-
pensacién extremadamente suave y precisa. libre de pul-
sos. capaz de resistir eluyentes con alta concentracion
salina.

Con la nueva bomba GS50, unida al generador de elu-
ventes EG40, se pueden llevar a cabo aplicaciones muy
complejas.

Como otras caracteristicas podemos destacar que
todos sus componentes son de PEEK (poli-éter-éter-keto-
ma), resistente a pH desde | hasta 14. Con un rango de
flujo de 0 a 5 ml/min., obtenemos un sistema de bombeo
apto para cualquier aplicacién posible: standard-bore o
micro-bore, ficilmente interconvertibles.

El1 DX 600 posee la caracteristica de ser un sistema
modular con lo que podemos configurarlo con base a los
requerimientos especificos de cada usuario. Se puede
pues formar un equipo para cada necesidad.

La siguiente tabla nos puede orientar en las posibles
configuraciones:

Componentes del nuevo DX 600

| Modulo de DX 600

Componentes

Bombas Bomba de Gradiente G550
Bomba Isocratica 1S25

Detector de Absorbancia AD25
Detector de FotoDiodo Array PDA-100

Detectores dpticos

| Detecrores electroguimicos | Detector electroquimico ED50
| Detector de conductividad CD25

AS50,conTCo CC
AS40 Automético

Automuestreadores

Generador de eluyentes Generador de eluyentes EG40

Mcddulos de columnas LC5
LC10
LC20,1.C25
LC30
Sofrware PeakNet 6
Software PeakNet 6

Otra importante mejora del DX 600 es su nuevo soft-
ware.

Bajo un entorno Windows y con aspecto similar a su
“explorador”, dispone de un sistema de seguridad para
control de acceso a la informacion almacenada o a deter-
minadas funciones.




La base de datos de almacenamiento de informacién
posee la capacidad de realizar biisquedas rdpidas. basdn-
dose en cualquier pardmetro usado durante la adquisicién.

Sus multiples ventanas interactivas permiten ver cromato-
gramas, calibraciones o hasta los pardmetros de integracion.

El PeakNet 6, junto con el DX 600 nos ofrece una
posibilidad de registro de datos para auditorias internas y
externas de tal forma que no debemos ya preocuparnos de
salvar datos para esas tareas.

Nos informa ademds cuando debemos recalibrar los
instrumentos e inmediatamente los vuelve a registrar para
adecuarlos a las auditorias.

Esto evita la pérdida de esfuerzo y tiempo en registrar
datos que finalmente no nos servirdn debido a que el ins-
trumento no fue calibrado en fecha.

Gracias a las conexiones intranet, muy pronto serd el
propio equipo el que, si algiin componente falla, mande
un aviso de reparacion al SAT Vertex para su reparacion
mds inmediata.

En la siguiente pantalla del PC. podemos observar un
informe PeakNet 6 con detalles de diagnosis v calibra-
cién.

Otras caracterfsticas:

— Adecuado también para los cromatégrafos DX 500
y DX 120.

— Ampliable con el software Chromeleon para con-
trol de equipos de HPLC y GC.
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— Deteccién con autorrango.

— Integracion en tiempo real.

— Actualizacion inmediata de las modificaciones sin
necesidad de ejecutar rutinas de reintegracion.

— Todos los equipos estdn en red. de manera que se
puede acceder a ellos desde cualquier PC autorizado. Es
decir, varios PC’s pueden monitorizar un mismo equipo.

Vertex Technies (Distribuidor de Dionex en Espania).

Of. Barcelona 93-2233333
Of. Madrid 91 -3675151
Of. Bilbao 94-4471999
Of. Valencia 06-3489092



LaChrom 2000 es un conjunto de servicios, software e instrumentacion
para HPLC a escala analitica.

Disenado para proporcionar el rendimiento maximo en control de
calidad o en investigacién y desarrollo, incluye como equipamiento
standard todo aquello que en otras ofertas son opciones.

Solicite mas informacién a: Poligono Merck
o 08100 Mollet del Vallés (Barcelona)
MERCK Farma y Quimica, S.A. bt e i ol

Divisién Productos para Laboratorio Fax: 93 544 02 87
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COLUMNS

Rapidez exirema

Columnas para HPLC XTerra con tecnologia Hybrid
Gradientes en 45 segundos.
Toda la capacidad necesaria.
Cromatografia de rutina en 2 um.
Un relleno orgdnico/inorgénico para fase reversa absolutamente nuevo.

Waters

Si desea conocer mas sobre XTerra visite nuestras paginas en infernet www.waters.com, o pongase en confacto ton nosotros:
Woters Cromatografia, S.A. - Oficina de Barcelona: Tel.: 933 259616 - Oficino de Madrid: Tel.: 916 618448 - correo eledronico spain@waters.com

© 1999 Waters Corporation. Waters y XTerra son marcas comerciales de Waters Corporation.
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