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DIVIDE Y VENCERÁS, LA AGUJA EN EL PAJAR Y LA FUERZA BRUTA.

En un reciente editorial de la revista Lab 011 a Chip tlJ, Andrcus Mallz y Harp Minhas consideraban el paralelismo entre la teorla de la infor
mación y la qufmica unulitica, o la todavía más compleja química bioanalítica La finalidad última de In químicu (bio)analHica es In identifica
ción y CUfllHilicación de todos los componentes de una mucstru, en función del tiempo y en [unción del espacio Cuanto mas simple sea la mues
tra, m<is fácil es cumplir este objetivo Por eso., en química ullaiftica siempre se ha aplicado la máxima de dil'idc y \'cncenÍ\': las marchas analíti
cas, que los menosjóvcncs aprendimos durante nuestros años en la Facultad, se bilsabun en separar las mezclas complejas de uniones y cationes
en grupos más simples quc tenían una o varias propiedadcs cn común

En cl caso de los an<ilisis bioquímicos las mezclas pueden ser extraordinariamentc complejas Bustcn un par dc botones dc tIluestru: cn el
plasma humano hay más de 100 protcínas mayoritarias y un mímcro indcfinido de minoritarias, en una orina sc determinan más de 75 especies
químicas (algunas de ellas valorndus globalmente, como el N total, que engloba todos los aminoácidos de la mucstrn), La cuantificación cxacta
dc estos pmámetros analíticos puede ser importante par,1 un correcto diagnóstico (y a veces, pronóstico) de lu enfermedad Sin embmgo, la eslrn~

tegia de dil'ide y \'ellU,'nh puru este tipo de análisis no siempre es aplicable y, menos, en tiempos de ¡¡nálisis tan cortos como los que requieren
actualmente los laborntorios clínicos, los métodos de cribado (.I'creeJling) de alto rendimiento, el control antidoping, etc Para este tipo de proble
mas tIIwlíticos se están empezando a perfilar nucvos estrntegias

Unu de ellas es la búsqucda de la aguja en el pajar En lugar dc vaciarcuidudosamcntc el pajar para tratm de cncontrnr la aguja, podcmos
usar un "imán" que nos ayude a localizarla Los métodos que emplean reconocimicnto molecular como los "arrays" de genes o de proteín<ls, l<ls
técnicas de inmunoblotting o inmuno histoquímicu" o l<ls partículas inmunomugnéticas, se basan en este principio

La otra aproximación al problcmu dc las mucstrus complcjus es la quc podríamos denontinar dejiler:.a brllta Cuando se trata de analizar el
proteoma humano completo" -el conocimiento de todas las proteínas quc una determiflilda célula o grupo dc células (tejido, órgano) expresan en
un momento determinado en un ser vivo-, la cosa empieza a complicarse más, Si udmitimos que el genoma humano tiene .30,000 genes y que
debido a proccsos tules como gene splicing" glicosidución. fosforilación, etc, cada gen tiene potencialidad para producir ID proteímls, el protco
ma humano tcndria unus 300 000 proteínas Afortunadamcnte no todos los genes se expresan al mismo tiempo, algunos estlÍn durmientes. Atín
así" el problema de separar mezclas con I()'-l OJ componentes es un reto que parece inalcunzable y pura el que quizá sea necesario volver al diloide
)' l'encenÍS de la químicu anulítica de los años 50 fraccionando el proteoma en subproteomas ll) En estos casos son necesarias técnicas de separa~

ción muy potentes para separar una a una las proteí'nas de un (sub}proteomu En este sentido .. la utilización de técnicus de sep<lruciones unidi
mensionules vicne limitada por su modcsta capacidrld de picos, La ecuación clásica que da esta magnitud PI nos dice que las técnicas cromato
grMicus o electroforéticus pueden permitirnos separar en elmcjor de los casos cntre 500 y 1000 componentes ¡JI cOllunu resolución unidad. Si
queremos aumentar esta capacidad en 2 órdcncs dc magnitud IUlY que recunir rl técnicas bi(11l1lltijdimcll.l'iOlwlcs Si las técnicas que se acoplan
basan su separación en propiedades muy diferentes de los analitos (columnas de distinta polaridad, separación por carga en una dimensión y
peso molecul:U' enlu otra, etc) y si la transferencia de una dimensión ¡¡ otru sc huce sin perder eficucia.la capacidad de picos en la técnica
bi(multi)dilllcsiOlwl será el producto de las capacidades de J¡IS dos (o lus varias) dimensiones acoplad<ls Es decir, en teoría se podría esperar
entre 250.000 y un millón dc componente en un acoplamiento bidimellsiollal En la práctica nunca el acoplamiento cs perfecto y la capacidad dc
picos suele ser dos o tres órdenes de magnitud miÍs bajos, como se constata en electroforesis bi~dimensional en geles de SDS,. el caballo de bata
lla de l<l proteómica actual [JI

Afortunadamentc los químicos allaliticos se encuentran con herramicntus cada vez "más potentes" para poder aplicar esta aproximación de
/i1etza blllra Los acoplnmientos bidimensionales tanto en Cromatografía de Gases 11,1, como de liquidas 171, como en elcctroforesis capilar 1'1

empiezan a apurecer

Por otru parte, en tccnicas de separación desde principios dc los 70 hemos tenido, y ahora miÍs a nuestro ulcancc que nunca.. la espectromc~

trí<l de masas (MS) como otra dimcnsión, Los acoplamientos GC~MS, HPLC~MS y CE~MS van ganado en populuridad Por lanto, es concebible
acoplillnientos tridimensionulcs" tales como GC-GC-MS, HPLC-HPLC-MS o CE-CE-MS. Si aplicamos a estos sistemus tridimensiollules los
critcrios de cupacidad de picos antes establccidos sc podrfull obtcncr tcóricumentc capacidades entre 125 000 Y¡ i 1000 milloncs de picos!!
Aunquc las clicaci¡IS realcs obtenidns son menores,. todavía tenemos ·'fuerza" para resolver problemas compl~jos

Aunque la instrumentación para cste tipo de acoplamientos, en los c¡¡sos en quc es comercial, es toduvín cara, ¡soñar no cuesta dinero!

J.C, Dicz~M'lsa
Presidente de la SECvTA
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Current Methodological Advances in the Discovery of
Protein and Peptide Disease Markers.
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INTRODUCTION

Most diseases result in significant chnnges ofhuman
physiology. which alter proccsscs al lile molecular level
in lhe human boJy. These changes milY be l11easUIable
and serve as diagnostic indicatOls, FOl clinical pI<lctice il
is advantageous lo sludy these changes in casily
accessible biologicaJ sumples mainly derived from bInad
Many lClms are used lO describe biochcmical changes
relalcd lo disease and II ealmcnt eHects, such as biological
l11arkers, bio111.ukets. surl"Ogate markers. sunugate or
ínter111ediule endpoints, and other lelms lhat have
ovellapping meanings The Biommkers Definilions
Workíng GI"OUP 01' lhe National Instilules 01' Health
Dírector's Iníliatíve 011 Bíomarkers and SlII'rogate
Endpoints gave the following definition ofbio111arkers 1

1
1:

';Biologícalmarkel (biolllarker): A characterislic thal ís
objectively measured and evalualed as an índicalor 01'
normal biological plOcesses. pathogenic processes. 01
phmmacologic responses lO a therapeutic inlervention"

Based on this definitíon. a biomarker may be a
biologícal molecule (e g a protein) bUl also a cytological
test or the non-invasive imaging of a diseased O1gan In
our review we will foclls on the analysis of proteins ami
peptides as potenlial biomarkels There ale two maj01
approaches for bi0111mket c1iscovety The hypolhesis
ddven applOach is used, when the molecular mechanism
01" lhe disease is well understood, and il is possible to
select potential candidate markers lO follow the c1isease
state I~·,ll However. in most cases the mechanistíc
knowledge is insuHicient for a directed approach
imposing comparative profiling of salllples 1'·h1, Profiling
relies heavily on the stJ'Íngent classification of patient
groups and pleferentially their follow up over extended
time periods (longitudinal studies) A comparalive
pronling appl'Oach may, however, allow to imlnove the
differentiation Ol' classification 01' patients based on
biomarkers or biommker patterns Another major
challenge in ploliling biological f1uids is lhe lelatively
large natural variation 01' protein, peptide or llletabolite
concentrations belween individuals, and lhe diversity and

complexity 01 these samples. These intla-individual
diHerences may result 110m widely valying nUllilional
habits. ¡he efl'ecl 01' natural cycles (e.g day/night),
envilOnmental and social aspects (e,g. water and ail
pollutants. smoking). and genetic diffcrenccs betwecn
individuals (e g. CYP4S0 plofilcs)

A cl'Ítical point 1'01 the validation 01 new. mOle
predictive biomarkers Ol l11ultiple correlated biomarkets
(markcr pattems) is to assess lhe natlllal conccntlHlion
range 01' the candid:uc compounds and the varialion
within a givcn glOUp 01" individuals Fo!' this reason the
discovcty ancl valiclation proccdure i5 lengthy and requhes
oBen large-scale studics Furthermore Íl necessitates good
comlllunicalioll and an undcrstanding 01" the ptoblems
between all participating partics. Biomarkcr discovcry
lesearch relies on an integl"ated approach combining
medical sciences. analytical sciences and dala sciences
(Figure 1) This proccdure is litsl 01 all based on \Vell
chmacterízed paticnt groups, which is the primary
responsibility 01' Medical Sciences, Nexl sumples need lO
be taken anel handled in a reproducible manner so as not to
alTect the biol11olecules 01" intercst. Thc ensuing analytical
procedllle should be catefully developed lO 10\Vel
variability intlOduced by the sample preparation ami
allalysis mcthod The statistical evaluation orthe obtained
data has to assess the variability ofthe individual elemcnts
involved in the plOfiling process (e ,g, patienl backgt'Ound,
sampling plOcedure, sample preparation and analysis
steps) and give infOl'mation on stalislicaJly significant
cOllclations betwecn analytical data and the clinical
aspecls 01' the disease In the case lhut correlations can be
established, these biommkercandidates need to be futthet
validatcd in larger clinical studies This often requires a
diflelenl analylical platform, nolably based on high
thlOughpul il11l11unoassays. Ultimatcly, a threshold value
needs lo be defined based on large data sels and lhis
threshold needs to be readjusted based Oll ncwly incoming
data Defining a threshold should reduce the llut11ber 01'
false negatives (patients with disease that remuin
undiagnoscd) and falsc positives (healthy individuals
diagnosed as diseased) (Figure 2)
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Figure L Schematic rcpresentation oÍ' lhe working environment lar biomarkcr discovery research
Bascd on the classitication of patients by Medical Sciences, Analytical Sciences generales data hum
rclevant biological samples that are processed and stutistical1y analyzed by Data Sciences
Inlonnation gcncrated afler data analysis wil! be red back ¡nto the project team lo advance lhe
underslanding of lhe disease and possibly lO prioritize new biomarkercandidates
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Figure 2. Schematic diagram af lhe cffcct af defining a thrcshold (cut~off) valuc for a givcn biomarkcr on
lhe number 01 fulse negatives (FN: patients with discase lhat rcmained undiagnosed) und tul se positives (FP:
healthy individuals diagnosed as diseased) "Ihis scheme also highlights that it is general1y not possible to
have a 100% discrimination and that improved biomarkers should reduce the number ofFN and FP



Recently mosl 01 biomarker research has l'ocused 011

various lor'l11s 01' cancer Cancel lefelS lO a rangc 01
diseascs characlclizcd by ullconlrolled cell (\ivisioll
Caneers call be classificd based 011 lheir loealiztllioll.
nrigin or on Ihe molecular mcchanism 01 glOwlh Early
dctcction implOvcs lrcalmcnl options significantly 1m
mosl cancers driving the prescnl biomarker discovcry
elTorts, Biom:ukers l11ay 'lIso Scrve to classily patienls
bettcr to give thel11 the mosl appropriate treall11ent and
monilor Iherapeulic e!Ticacy of Ihe Irealmcnt. Biomarker
discovery in cancel is based on Ihe assumption thal
cancer cells themselves produce a diHerellt speellllm 01
biomoleeules ancl that lhey inf1uence their environment 10
alter ils composition (eg, breakdown of extruceJlular
matrix proleins, secretion 01' glOwth factors) It is these
changes Ihal scientists are tlying lo pick up in readily
available body tluids amongst a vasl amounl of
unallected proteins. peptides nI' metabolites that mayo
however, change as a result of uruelated phenomena (e,g
nUlrition) Indeed it is the great challenge ofbiomarkcr
research not only to fínd physiological differences
between healthy and diseased people bUI lO make sure
that these changes llave a cOfrelation with lhe specific
disease in question Only then can biomarker research be
lIanslated into beuer diagnosis and evenlually better
treatment options fol' the patient

The mosl imporlanl chmacterislics 01' a suilable
biol11arker forcancer can be considered as follow:

• cady c1iagnosis: fm risk asseSSl11ent, to SUPP0rl
disease prevenlion or 10 allow timely lherapeutic
intervention ancl cure

• reliability: minimal rutes 01' false positive and false
negative resulls,

oI01l0w-up: elTectiveness 01 therapy and leliable
detcction 01' disease recurrence

• improved tumor c1assification: to allow a mOle
largeted ancl personalizecl therapy

We will loeus on dinerent reeently developed
analytical techniques 1'01' biornarker research with special
emphasis on chromalography and mass spectrometry

METHODOLOGY

Most clinieal assays are perfmmecl in bloocl orone of
its derivatives (plasma or serum) These body fluids
contain in high diversity ancl concentration range (up to
lwelve mdeIs 01 magnitude) pepticles, proteins and
metabolites 01 different funetionality. To lowel the
vmiability 01 the proliling proeedure, it is 01 main
importance lo perform the sample eolleetion in a well-

conllolled ami chmaclcrized lllanncr in vic\\' 01 Ihe
stabilily olthe anulylcs olinlcrcsl le g proteins), In lhis
rcspeet Ihe cllcct 01' coagulmion on lhe serum PlOtCOlllC
has attractee! SOllle allcntion as has the stability oC plasma
ovcr time PI NCXl to wcll-conlrollcd salllpling and samp1c
handling. randomization 01 samples is an csscntial par I 01
Ihe proecdure lo avoid confounding cffccts likc
clectrospruy stubililY and ionization efficiency. shilling
of instrumenl clectronics. variations in rOom tcmpetatul"e
etc These muy result in systematic el"rors Ihat appcal Iike
lrends. il rOl cxample. all contmls are llleasured first
lo1l0wed by a1l patient samples The key lactO! 101
designing the anulylical procedllle is minimizalion 01' the
variability occuning during lhe anulysis. by e ,g keeping
the plOcedule simple. choosing robusl sample
preparation and analysis steps une! the use 01 internal
standards

Mosl oflen chromatographic separmion coupled lo
l11ass spectrol11etric c1etection is used, a technique with a
linear dynamic l11eaSUlement range of about four ol'ders
01' magnitude, enabling thus only the investigation 01' Ihe
more concentraled part of lhe serum proteome. Human
Serum Albumin (HSA) ancl lmmunoglobulins (lgG)
lepresent about 60-80% of the total serum protein
contentl~1 ancl this recluces largeIy the dynamic range 01
Ihe analytieal methods for serum pl'Oleomics To
overCOl11e this lil11itation affinilY columns containing
specific antibodies 01' dye ligands have been usecl to
remove high abundance seIUm proteins A variety 01'

depletion columns is cunently on lhe market Some o!
them bind only HSA and/O! IgG, others deplete other
proteins Iike TransfelTin ancl O'.]-Antitrypsin 1'1.1.11. Even
depleted serum contains a wide range of proteins no1
taking inlo account that post-translalional modificutions
contribute significantly to the overall complexity

Liquid chromatography mass spectrometry
(LC-MS)

The proteins present in c1epleted serum samples can
be analyzed directly by high resolulion mass
spectrometry orean be separated by two-dimensional gel
electrophoresis (2-DE). 2-DE was the litst separation
technology that was applied to the diseovery 01
biomarkers in plasma alld serum {151 The applicalion 01'

this technique is, however, very wOlk-in1ensive and has
thus been complemenled by methods tha! can be more
easily automaled like SELDl-TüF-MS (see later) Ol LC
MS DiffelCnl high resolution muitidimensional HPLC
systems have been used reeently to analyse depleted,
trypsin digested serum 01' plasma The mosl adapted
HPLC system for mass speetlOmetl ie analysis uses C 18



,eve,se phase (RP) slationa,y phases as thei, línal
dimension, which allows adequate separation of peptides
obtaincd aftcr tryptic digestion, For proteomics micro
(1 mm ID) Dr, if a low deteelion limit is ,equi,ed, nano
eolumns (100-25 11m ID) ale used lhe digestion 01 one
proteio gives rise lo -50 proteolytic fragments, thus
ine,easing sample eomplexity eonsidelahly, which makes
the use of multi-dimensional, high resolution separation
systems compulsory 11('·!li The mast popular systems use
strong calian al' anion exchange as lhe f1rst and e 18 RP
chromatography in lhe second dimension, which is
coupled directly to lhe ionization interface of a mass
speetrometer I!!I, Such systems presenl un improved
dynamic runge and an extended separation efficiency
(eg. by lhe MudPll apploaeh 1484 ploteins wele
identilíed in the yeast proteome "") and thus allows the
detectiol1 of low abundance proteills 1:!1I, Even though
automation of LC-LC-MS reduces lhe need for inlensive
user interventian, it remains time consuming, since a
single run often takes about 2h and sorne 24 fractions
may have lo be analyzed per sample. While this may stíll
be aeeeptable for biomarkel discovelY, it is not suitable
fOI large clillical validatian studies requirillg analysis of
thousands of samples For such validation studies
biomarker candidates have lo be selecled and the
methodologieal plalform has to be ehanged to one of
higher throughput, Iike an immunoassay.

Relevant biomarkers may also be diseovered in the
low molecular weight fraction of the proteome, also
termed the "peptidome" 12~J In arder to enrich the
peptidome, it is necessary to pedorm a prefractionatian
of the sample (e.g serum), based on molecular size An
elegant way ofcombining size exc1usion of large proleins
and ehromatographie enriehment of lhe peplidome is
based on the use of restricted access material (RAM)
chromatography. This column combines the separation
method of size exelusion Wilh levelse phase (RP) Ol

cation-exchange chromatography I~~I, Only proteins and
peptides below a certain size have access lo the inner pore
surlaee ofthe siliea based slationary phase and are thus
retained, while the larger proteins encounter only the
hydrophilic, non-adsorptive outer surface anel are found
in the flow-through. The applieation olan in-line eoupled
multidimensional chromatographic system containing
RAM, calion-exchange and RP dimensions, applied to
the hemofíltrate of patients Irom a nephrologieal eenlre
allowecl to reaeh a peak eapacity 01' about 5000 '"''

New chromatographic stationary phases using
smaller cliameter size packing materials have been
recently introduced lo produce separations wilh belter
resolution in less time 1261 with promising results for

Curren! MethodologicalAdvances in the Discovery
of Protein and Peatide Disease Markers

shotgun proteomics and peptidomics 1"7. 20 1. However the
smaller diameler of lhe particles increases the working
presslIle of the syslem to about 10000 psi, and
neeessitales the use of special I-IPLC equipment
Monolithic reverse phase columns based on silica or
organic polymer materials have also shown potenlial to
enhance separation efficiency and to reduce analysis
time, These columns contain a continuous, single piece of
a polymeric network of highly interconnected pores
forming larger and smaller open flow-through channels
whieh allow the mobile phase to pass easily through the
column Moreovel", lhe enhanced permeability of
monolithic vs particulate columns results in a much
lower pressure and faster mass tmnster, alIowing the use
ofhigher flow rutes thus shortening lhe analysis time 12')·J(,1

Quanlificalion

For comparative studies it is critical thal lhe
variabílity 01' lhe analytieal method itself is kept to a
minimum Especially LC-MS is prone to variations due
to the effect of sample components on ionizalion
efficiency and the many tuning parameters of lhe mass
spectrometer (interface, ion optics, detector) This is why
normalization oí lhe data based on internal slandards is
eustomary. lhe added internal standards should resemble
the analytes oC interest in their physico-chemical
properties as mt1ch as possible. This is why proteins or
peptides are usecl as standards in proteomics or
peptidomics applications. In order to discriminate the
internal slandards from the analytes themselves, they
must, however, dil'fer somewhat to lesuIt in a slighlly
shifted retention time and/or a different molecular mass.
The presence of inlernal standards should also not lead to
ion suppression effeets on partieular analytes lhus lheir
added amount should be on the same order as the allalytes
or illterest

Most quantítative LC-MS studies use stable isotope
labeling chemistries rol' quantitative comparison of
samples of different origins. The eommon feature of lhese
techniques is the incorporation of stable isotopes into
proleins or peplides before or alter tryptie dígestíon thus
generating ao internal, global standard for every protein or
peptide in the mixture The principie 01' relative
quantification using stable-isotope labeling is that one
sample is labeled with lhe lighl isotope (eg 'I-I) while the
other samples is treated identically but with the heavy
isotope (eg 'D) Alter the labeling proeedure the samples
are mixed al even protein amounts, separated and lhe ratio
of light to heavy peptides determined by MS or MS/MS
The chromatographic analysis and all analytical steps
after labeling present oegligible isotope discrimination,



which Icatls to a signiJicant dccrcasc oferrors cí111sed by
the analytical ll1ethod in the final quantitativc dala It
nccds lO be kepl in ll1ind that unless a dcrincd set 01
standmds is addcd in \Vell known all10unts fOI·calibration.
this ll1ethod gives only a cOll1pal"ativc quantification
betwecn the dinelcnlially labeled sall1plcs and no absolute
concentration values

Stable isotopes can be incorporatcd in pl'oteoll1ics
sall1ples by ll1etabolic labeling. chemical labeling 01

enzYIl1<llic labeling 1171 Proteins in cells glOwn in cultUle
can be melabolieally labeled \Vilb slable isolope-Iabeled

all1ino acitls likc arginine i "l. lysinc 1'"'1. lYlOsinc I·I<I!. 01

lcucinc I"¡II This approach requires thal cells grow in
culture lo incorporate heilvy isotope (e g ¡le. I'N) labeled
nutl"icnts (J=igure 3)1'¡:1 While labcling can be achicvcd
cven in ll1ulliccllular organisms I·PI .. it is not possiblc lo
apply il lO sall1ples likc biopsics or body lluids onen
encollntercd in clinical research The Isotope Coded
Affinity Tag (ICAT) quantitalive labcling strategy ¡.¡.¡ .. Ih i ,

which is par! ofthe chemicallabelling set of ll1ethods I-!')I.

is perhaps lhe best-characterizcd ll1elhod IOl relativc
plotein quantification llsing MS The ICAT technology
uses a bin;uy set 01 reagcnts rcacting wilh free thinl

CclI pool 1 Ccll pool 2
"'"", 1Ir/

Combinc
t

Extraet, purify, separate
t

o 0°

t:;;> 0: 6 o C)

Excise protein bands, digest

~ePtides

Analyze by MS --Identify protcins

.... Prolcin :\

.. Protein B

L J .1 1 '... PrOlcin e
Mass ¡

Quantitatc relativo protejo levels by measuriog peak ratios

Figure .3. Main sleps 01' quantífying difTerenlial protein expression in cel! culture t1sing metabolic stable
isotope labelling Two samples of interesl are lahelled wilh ti light and heavy ¡SOlOpe 01' the same
element (e g I~C and DC) mixed and submitted tú the analylical and data analysis proccdurc lhe
oblained mass spectra give 2 peaks (light and heavy) for each pcptidc rcprcsentalive 01' ¡he di fferent
amounts in lhe two original samples (reprinted from Y Oda el al In Proc Natl Acad Sci ,96 (1999)
6591-6596 Copyright 1999 National Academy 01' Scicnce, USA)
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groups in cysteine and containing either De or I.1C atoms,
since the originally designed deuterated reAl reagents
resulted in a slight chromatographic retention time shift
(.1548 4'1(. The reagent contains also a biotin group, which
allows rapid affinity isolation of tagged cysteine~

containing peptides A further advantage of the
technology is that generally several peptides of the same
protein can be measured (depending on the number of
free cysteines in the protein), and the statistical precision
of the relative protein quantification is enhanced by
averaging the individual peptide ratios The use ot mass
difference labels augments the eomplexity of mass
speetra, and this problem inereases with the numbel of
multiplexed sets of samples Finally, the eysteine
seleetive affinity strategy fOI leduetion of sample
complexity is Ilot amenable to identification oi post
tlanslationally modified peptides, as the majOlity of
peptides containing post-translational modifications are
discarded at the affinity isolation step '"'' While the ICAl
methodology was the first lO open the fíeld of ehemieal,
stable isotope labelling in proteomics, there have been
many more reactions adapted to this task The r-eader is
retened to recent reviews for further information (47 511

Further improvement of the label design uses a
multiplexed set oí reagents attaching isobaric rnass labels
(iTRAQ) at the N-telminus and Iysine side chains of

lsobarle Tag
Total mass ; 145

.__----..A..--.---.... Amine specific peptide
r Reporter Group mass ¡ reactive group (NHS)

114 -117 (Retains Charge) !

_---'Á'----~ !r \ I

IN~O"N
/N~ ! ° I .h--_,

yo
Balance Group

Mass 31·28 (Neutrai 1055)

Current MethodologicalAdvances in the Discoverv
of Protein and Peptide Disease Markers

peptides in a mixture oí' digested proteins, These reagents
ale differentially isotopically labeled sueh that
all derivatized peptides are isobalie (they have the
same molecular mass) and chromatographically
indistinguishable, but yield signature or reporter ions of
different mIz values in the low mass range upon collison
induced dissociation (CID), 15lllThe "reporter group" of
the reagent contains different numbers of 1Je and 15N

isotapes while the "balance group" serves to adjust the
overall mass of the label lO be isobmie The "balance
group" is lost during MS/MS (neutlalloss) Using this
strategy 4 mass differentiated labels can be employed to
compare 4 samples in one LC~MS run The reagents
eontain an N-hydroxysueeimide aetivated ester, which
reacts with primary aliphatic amines at the N-terminus or
the side ehain of Iysine (Figule 4) MS/MS ofpeptides
labeled with the iTRAQ reagent gives unique fragment
ions of 114, 115, 116 Ol 117 atomie mass units (amu) It
shauld be noted that relative quantifkation requires that
CID produces the reporter fragment ions in a
quantitatively reproducible mannel ploportional to thei!
amounts and that there is no oVer lap with other ioos at the
specified mIz values. An advantage of this method is
furtherthat CID speetra oflabeled peptides, shown to be
up- or down-regulated, can be obtained at higher collision
energies t'or subsequent identification by database
searching 150)

I
I

IN~~"-... PEPTIDE

/N~ :0:
\. JL-lY -,--

miz 114 (+1) "c "C "O (+3)

mIz 115 (+2) "C, "O (+2)

mIz 116 (+3) "C, "N "C (+1)

mIz 117 (+4) "C, "N (+0)

Figure 4. Composition oí multiplexed isobaric U1gging iTRAQtJ reagents (A) Shows the main parts of lhe compound, which cOIHains an
N~methy¡pipcrazine reportcr a neutral carbonyl balance group aod un N-hydroxysuccinimide es ter reactive towards prirnary amines. (B)
Shows the charged reporter aod lhe neutral balance groups that contain different ¡sotopes of I:C, LT, HN, I~N, 11'0, I~O 5uch that lhe
combined mass remains constant (145 1 Da) bUl pIOduce fragments of different mass upon collisíon-induced dissociation (reprinted
from P. L. Ross el al. ,Mol Cell Proteomies .3 (12) (2004) 1154~ 1169 Copyright 2004 "lile American Society for Biochemistry fmd
Molecular Biology)



Surface cnhanced laser desorptioJl ionizatioll-time
of tlight (SELDI-Tüf) mass spcctromctry

Thc SELDl-Tül' applOach has fOliad widespread use
101 biom:.nker discovery. since it is simplc to realize anJ
enables fast sClcening 01 lalge numbers of samples
SELDI-TOF combines sample pleparation on plOlein
chips with mass spectromelríc analysis The core oflhe
method is a chip containing diffcrent sUlfaces able 10
retain Jiffelent subsets 01' proleins fmm complcx
biological samples Sample preparation consists 01

spolting the sample on the chip and subsequent washing
to remove non-absorbed plOteins and peplides
Subsequeatly lhe chip is placed direclly ia lhe mass
spectromeler and analyzed by laser desorption ionization
The SELDI inlerface can be adapled lo olher kinds of
mass speclromelers lhan TOF-MS lO allow MS/MS (e.g
MALDI-TOF/TOF), MALDI-Q/TOF OI MALDIIQ/FT)
A change in signal intensity 01' a given peak indicales that
the amount of a certain prolein 01' peptide has changed
and the nature of that protein may be determined by using
the knowledge 01' the nature of the chip surface and
performing an analogous "lmge-scale" purification For
comparisons between samples it is pivotal that lhe batch
to-batch reproducibility ofthe chip surface is very high,
since slighl dilTercnces can affect the relalive ionization
effieieney 01 the deposited proteins and peptides. SELDl
TOF has found widespread applieation in ciinicnl studies
related to the emly deteetion of ovarían cancel', plOslate
cancel', breast cancel' and astroeyloma 1.~!551 but has
recently been criticized for lack of reproducibility 151> 51)

Data analysis

The aim ofdata processing ami statistical analysis is to
l'ind the best discrimination between lhe effects that are
imended lo be monilored by the biomarkers, lorexample,
patients at difTerent stages of disease and heallhy controls
Dala analysis aids also in developmenl and validalion 01
the entire analytical procedur'C in terms of reproducibility
and evaluales the capability lo deteel differences

The erude data obtained by comprehensive profiling
proleomies approaches (e g LC-ESI-MS, LC-MALDI
TOF-MS) contain ¡urge amounts of data points which can
attain several hundred megabytes per analysis depending
on the resolution and sean speed of the mass spectrometer
uscd rOl' acquisition, tllus containing several hundled
lhousand or millions 01 data poims. Generally interesting
fealUles (e,g. isotopic mass, peak intensities and area)
relaled to potential biomarkers are arten small and well
hidden in this lurge dataset. These featmes cannot be
recognised by visual inspection and require robust and

reliablc automuted apploaches to assist anulylical
chemists in dClecting statistically significant patterns
Signil1canl reduction in complcxity 01 this lalgc dataset is
also cssenlial. sincc lhe llumber of dala points (variables)
dCsclibing cach sí.lmple is mucll higher than lhe total
nllmbel 01' analyzcd sí1l11plcs ¡'ti l , This so-called high
dimensiono low sample size plOblem ¡nescnts a majol
challenge 101 proper data allalysis To obtain lcliable
lesults from lhe stalistical analysis. lhe pammclcls 01' lhe
analylicaI melhod should ideally be evaluated by laetor ial
experimental design ane! the analyzed samples should be
mndomized al cach slep 01' the analytical pmccdurc

The first task ofdata analysis is data preprocessing in
order lO lemove DI" coneel all mtefacls plesent wilhin lhe
dataset These arlefacts can be manifested by ex tIeme
data poínts 01' olltliers like negative nnd positive spikes,
noise and míssing 01 shifted dala points (e.g, caused by
the centroicl sampling mode ol" mass speetl':.l)
Comparison 01" I11Ulliple samples by regular statistical
teehniques often require the alignment of the datasel 01
the individual samples Reduction 01' the nllmber 01' data
points along lhe miz axis by binning ís al so helpful lo
overcome small variations and lo reduce the number 01
dala poinls. In an LC-MS dalasel espeeially the retention
limes and mnss intensities are prone lo variation callsed
by experimental pammeters In lhis case retention time
alignment (Correlation Oplimized Warping 1.1'1 hO l,

Dynamic Time Wmping {t,O MI, Pa1'ametric Time Warping
I()"I) and nOlmalisation are a prel'equisite, Tlle visualisation
of al1gned dalasets by ¡mage plots, overlayed Total Ion
Currem (TIC) or Base Peak Chromatogram (BPC)
chromalogmI11S can give essential information on their
quality and help in fur'lher evaluation Cansidering lhe
high resolution 01' most modern mass analyzers and the
laet thal EleetroSpray Ionization (ESI) generates
multiply-charged ions hom the same analyte,
deisotaping and charge state reduction should be part ot
data preprocessing These operation5 also help lo reduce
the complexity of the datasets Some autho1's use ranking
algoríthms lilee the Component Detection AIgorithms
(CODA) and derivatives lhereof to evaluate the
information qualily of eaeh miz trace and lo furlher
reduce the size of lhe dalasets. CODA ranks miz selected
chromalograms based on a calculated difference between
the raw data and its sllloothecl counterpart 110,\1 However,
this type of algorithms works best for high- and mediuI11
abundant components but may gloss over minar
compounds unless a very low thresholcl is specified al the
l'isk 01" carrying spurious miz traces into the slatistical
nnalysis. Data preprocessing usua!ly generates a peak IiSl
containing informatian about Ietention time, peak
intensity and peak area An often eneountered difl1eully is



to deline an optimal threshold lor peak detection in order
lo select only the mast important informatían relatcd lo
real compounds present in lhe analyzed samples,

lile obtaincd peak Iist is submittcd lo ll1ultivariate data
analysis lo discriminate lhe differenl groups of dalasets
"lhe most oftcn lIsed multivariate dala analysis lo evaluate
LC-MS datasets are pattern recognition (e,g. principal
componen! analysis, clustering methods), predictive
modelling approaches (e,g principal component
regrcssion, neural network), ciassification 01'" variable
selection methods (e,g principal component discriminant
analysis, partialleasl squares discriminant analysis) 15 f.-! MI

lhe resulting statistieal model should he evaluated by
estimating lhe generalizatian error by cross-validation,
permutation tests or other resampling-based methods [M ('7[

Biommkers or biomal'ker patterns that l'esult from
such analyses reqllire fllrthel' validation as to their
biological and c1inical relevance, 1'0 do so, it is often
bettel' to move from a ralher complex discovery analytical
platform to an easily automated high-t1uoughput method
like an immunoassay to analyze sufficiently large
numbers of samples lo improve the stalistical confidence
and to define and adjust threshold concentrations

Final remarks

Biomarkerdiseovery lequires the combined cflorts 01
medical, analytical and dala sciences In this review we
have tried to highlight recent advances in analytical
sciences and the relevance of powerflll data mining tools
rOl' lhe comprehensive comparative analysis of body
fluids Iike serum Next to the importance 01' improving
eaeh step in the eomplex ehain flOm patient sample to
data, significanl efforls !leed lo be made to arrive at an
optimal design of the whole procedure. Arguably, there is
stillno method able to explore the entire set 01' plOteins
and peptides in terms of diversity and concentration
range. The actual systems perform well to detect
differences rOl' high- and medium-abundant components
but future research has to focus to improve performance
for lower abundant components, which likely contain the
disease-specit1c biomarkers,
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Desde su desarrollo a comienzos de los años 90, la
microextracción en fase sólida (so/id p!Ime microextrac
lioll, SP!vlE) ha sido cada vez más utilizada para el análisis
de multitud de compuestos en diferentes matrices, dado
que representa un valioso avance en uno de los pasos fun
damentales del proceso analítico como es la preparación de
muestras. Variantes de la técnica como la denominada
extracción sobre barra agitadora (sIl, bar sOl'plil'e exlrac

lioll, SB5E) o extracción dinámica en fase sólida (.solid
phase dynamic extraetion, SPDE) han mejorado su aplica
ción a distintos tipos dc muestras En lo que al análisis de
pesticidas se refiere, la necesidad de desarrollar metodolo
gias analíticas cada vez más rápidas y compatibles con el
medio ambiente ha hecho de la SPME una técnica cada vez
más utilizada, sobre todo acoplada a cromatografia de
gases (OC), técnica analítica con la que más se utiliza
actualmente, Sin embar-go, el desarrollo de variantes como
la ill-tube SPME ha permitido además su acoplamiento on
line con los cromatógrafos de líquidos También se ha aco
piado a la electrororesis capilar, aunque dicho acopiamien
to es todavia una asignatura pendiente, al menos desde el
punto de vista comercial Sin embargo, esto no ha impedi
do el desarrollo de metodologias de análisis de pesticidas
que combinan ambas técnicas y en las que la SPME se
lleva a cabo en el modo off-line El presente articulo preten
de ser a la vez una introducción y una guia al uso de esta
técnica en el análisis de pesticidas, mostrando algunos de
los trabajos más relevantes recientemente publicados

1. INTRODUCCIÓN

Actualmente, cerca de 300.000 toneladas de pesticidas
se utilizan cada año en Europa Muchos de ellos presentan
una alta toxicidad asi como una gran persistencia y movi
lidad medioambiental, lo que les convierte en uno de los
grupos de contaminantes más importantes, Han podido
detectarse residuos de pesticidas en alimentos, aguas, sue
los, fluidos biológicos, etc. y en lugares tan remotos como
laAntáltida o el Ártico. En la mayoría de las técnicas ana
líticas actuales, más del 80% del tiempo de análisis se
invierte en la toma y pretratamiento de la muestra
Pretratamiento que, por otro lado, es imprescindible en la
actualidad dado que son pocas las muestras que pueden

ser analizadas directamente, La SPME constituye una téc
nica de pretratamiento de muestras bastante utilizada en la
actualidad Desarrollada en 1990 por Pawliszyn"" para el
análisis de compuestos orgánicos volátiles, se ha converti
do en una técnica rutinaria en muchos laboratorios, Desde
su aparición, la SPME ha jugado un papel importante en el
análisis medioambiental y, dentro de éste, en el análisis de
pesticidas Las primeras aplicaciones de la SPME al análi
sis de estos compuestos fueron llevadas a cabo en 1994 0

,,11

Desde entonces su uso se ha extendido a una gran variedad
de matrices; prueba de ello es la gran cantidad de biblio
grafia existente al respecto 15.7), La aplicación de la SPME
al análisis de cualquier compuesto requiere conocer bien
la técnica: los tipos de fibras, los distintos factores que
afectan a la misma. así como su posible acoplamiento a los
diferentes instrumentos de análisis existentes o automati
zación, Se ha utilizado en análisis ciinico, forense, alimen
tario, medioambiental, biomédico, etc con gran éxito,
aunque su área de aplicación por excelencia sigue siendo
el análisis medioambiental

2. PRINCIPIO Y MODO DE TRABAJO

La SPME utiliza una fibra de sfljce fundida recubielta
de un material sorbente, que es en general un recubri~

miento polimérico, que se utiliza para la extracción de
compuestos orgánicos y/o inorgánicos volátiles derivados
del mercurio, arsénico, etc La fibra se encuentra en el
interior de un tubo hueco, de tal forma que ésta puede
retraerse y sacarse de su interior, quedando así expuesta a
la muestra, Su uso implica dos etapas bien diferenciadas:
por- un lado la etapa de extracción, que puede llevarse a
cabo sumergiendo directamente la fibra en el interior de
una disolución (direct illlller.lioll, DI-SPME), o bien,
manteniéndola en el espacio en cabeza que está en equili
brio con la disolución (headspace-SPME, HS-SPME); y,
pOI otlO lado, la etapa de desorción que se puede hacel
térmicamente (en el inyector de un cromatógrafo de
gases), o bien, utilizando disolventes orgánicos (bien sea
acoplado con un cromatógrafo de líquidos, o bien se trate
de una desorción manual con disolventes orgánicos -off
lille-) en función de la afinidad que los analitos tengan por
la fibr a Los analitos pueden, por lo tanto, extraerse tanto
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de líquidos 'o '" como de gases I IlI, AdemtÍs. también se ha
descrito la extracción de compuestos voltÍtiles de sólidos.
mediante el modo HS-SPME (11,

L-a SPME plesenta diversas ventajas frente a técnicas
mtÍs rutinarias como la extl'acción 1íquido-l íquido (1 iquid
liquid extraction. LLE) o la extracción en fase sólida
(w!id-pllll~eeX!JlIctÍo/l. SPE) En primer lugar puede uti
lizal se como técnica de muestreo in situ. e integra extlac
ci6n y preconcentración en un solo paso. Su aplicación es
bastante sencilla. relativamente barata y permite utiliZa!
menOles cantidades de disolventes Olgánicos que las uti
lizadas en técnicas como la L-LE o la SPE convenciona
les. simplificando así la etapa de prepalUción de muestra.
Dado que la muestra es preconcentrada en la plOpia fibra.
los Ifmites de detección pueden ser bastante bajos. aun
que. en general, la SPE proporciona factores de precon
centración mayores

3, TIPOS DE FIBRAS

Varios son los tipos de I1bras actualmente comerciali
zadas lo que hacc que el campo de aplicación de la SPME
sea amplio Las primeras fibras comercializadas, creadas
para trabajar con GC, fueron las de polidimetilsiloxano
(PDMS) -adecuadas para analitos apolares- y las de polia
erilato (PA) -apropiadas para analitos polares
Posteriormente surgieron las fibras que combinan divinil
benceno (DVB), earboxen (carbono activo), earbowax
(polietilenglieol) y resina templada CfPR) como son las de
PDMS/DVB, CW/TPR, CW/DVB, CAR/PDMS y
DVB/CAR/PDMS La elección del tipo de libra depende
de la naturaleza físico-química del compuesto a extraer
Todas ellas se comercializan con distinto espesor, tal y
como se indicaen la Tabla 1 (en la que también aparecen
algunas de las familias de pesticidas a las que se ha aplica
do cada tipo de fibra) La gran mayoría de las fibras
comercializadas puede utilizarse en combinación con OC
(desOlción térmica) y, en menor mimero, con HPLC
(desorción con disolventes) En las fibras de PDMS y de
PA, dado que el recubrimiento es un líquido muy viscoso,
la extracción de los analitos se debe principalmente a un
proceso de absorción, mientras que en las otras, en los que
la fase estacionaria es un sólido poroso, la extracción se
debe principalmente a un proceso de adsorci6n l121

• aunque
en la práctica compiten ambos efectos A la hora de selec
cionar la I1bra, hay que tener en cuenta además que ciertos
compuestos pueden ser retenidos irreversiblemente sobre
la misma Una descripción extensa ele los equilibrios ciné
tico y termodinámico en SPME puede encontrarse en 121

En general, en OC, los compuestos vohítiles requieren
fibras con un recubrimiento de mayor espesor. mientras

pal a compuestos semivolütiles resulta electivo el LISO de
l'ibras con un recubrimiento mtÍs delgado Hay que tener
en cuenta que cuanto mayor es el espesor de la libra.
mayO! es el tiempo de extracción. aunque también es
cierto que mayor es la cantidad de analito extrafdo. pelo
también el riesgo de retención ineversible de otros com
puestos presentes en la matriz La Figura 1 muestra las
propiedades de algunas de las fibras actualmente comer
cializadas Antes de utilizar estas libras. es preciso acon
dicionadas tal y como indican los suministradores Si la
desol'ción es térmica. la activación se realiza inlloducien
do la fibra en el inyectO! de cromatógrafo de gases
siguiendo un programa de temperaturas adecuado que
viene especificado para cada libra por el plOpio labrican
te, Si pOl el contrario se utilizan disolventes orgánicos
(LC o desorción manual), el acondicionamiento puede
hacerse sumergiendo la fibra en un disolvente Olgünico
apropiado (que suele ser el mismo disolvente de desor
ci6n) durante un cierto tiempo (entre 20-30 minutos)

Los fabricantes suelen indicar que las libras utilizadas
en HS-SPME-GC tienen una vida media de 50 extraccio
nes, aunque en la práctica puede comprobarse que este
nümero puede ser mayor (dependiendo de la naturaleza
de la matriz de la muestra) Cuando se ti abaja en el modo
DI-SPME, la vida media de la fibra es menor y además
los porcentajes de recuperación suelen ser menores, debi
do a la adsorción de componentes de la matriz sobre la
fibra Cuando se trata de muestras muy viscosas (incluso
diluidas) los fabricantes recomiendan un lavado rápido
del exterior de la fibra con agua para eliminar la muestra
directamente adherida a la misma

Un factor de gran importancia en las aplicaciones
futuras de la SPME ¡adiea en el desa" 0110 de nuevos
recubrimientos Cuando se intentan desarrollar nuevos
tipos de recubrimientos en SPME hay que tener en cuenta
diversos aspectos, En primer lugar, la polaridad de los
anillitos que se quiere extraer y la del recubrimiento debe
ser similar Dicho recubrimiento debe ser además resis
tente a condiciones físicas y químicas extremas, como
altas temperaturas, alto contenido en sales, presencia de
disolventes orgánicos, pHs extremos, elc (ver apartado
4) para asegurar que es suficientemente estable y que la
reproducibilidad es suficientemente buena Reciente
mente, Mullett y Pawliszyn "" han recopilado los avances
llevados a cabo hasta el momento en relación con el des
arrollo de recubrimientos selectivos y biocomplatibles
para SPME Estos nuevos recubrimientos incluyen fases
del tipo alquil-diol-sflice (ADS) '''', polisilieona fulereno
(C60) "", libras de sil ice porosa (C 18) ""', poli(3-metiftio
reno) 111), fibras combinación de grupos hexafluolObisfe
nol con oligo-PDMS, BSP3 IIHl, poHmeros de huella mole-
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cular (MIP) III¡;W\ inmunoadsorbentes !~Il, polímeros de
polipirrol (PPY) mi, etc aún no comercializados, que
contribuyen a desarrollar aún más las posibles aplicacio
nes de la técnica 1~:1), Hay que teneren cuenta que la varie
dad de fibras actualmente existente, junto con estos nue
vos recubrimientos. pueden, en un determinado momen
to, dificultar la elección de la fibra

Inmovilizar nuevos recubrimientos poliméricos sobre
la fibra de sílice fundida a través de procedimientos con
vencionales es una tarea bastante complicada. Con este
tipo de procedimientos, la estabilidad térmica de estos
recubrimientos es menor, al igual que frente a un disol
vente, lo que hace que en ambos casos la recuperación sea
baja y que no sea factible su acoplamiento con OC o
HPLC Una de las deficiencias de las fibras inicialmente
comercializadas, así como las de estos nuevos recubri
mientos, era la baja reproducibilidad entre lotes que pre
sentaban. Esta baja reproducibilidad estaba asociada al
hecho de que las fibras estaban hechas a partir de políme
ros lineales que presentaban un amplio rango de distribu
ción de pesos moleculares, responsable de la variación de
sus propiedades fisicas (J·ll La tecnología sol-gel ha per
mitido solventar ambos problemas, permitiendo una ade
cuada y duradera incorporación de compuestos orgánicos
a estructuras inorgánicas poliméricas. Esta tecnologí'a se
ha utilizado para obtener recubrimientos de polifenilme
tilsiloxano (PPMS) y polimetilsiloxano (PMS) m" polie
tilenglicol (-,(,!, PDMS 1-'11, éteres corona 11R) etc. Además,

diversas publicaciones recientes han sustituido estos poli
meros lineales por dendl'ímeros utilizando la técnología
sol-gel (1'1.1UI Los dendrimeros han sido anteriormente uti
lizados como fases pseudo-estacionarias en cromatogr a
fia electrocinética (e1ectrokinetic chromatogl"aphy,
EKCY.1I), como fases estacionarias ancladas en electrocro
matografia capilar (capillar)' eleclrocflromalography,
CEe) 1.111, como fases estacionarias en OC (.1]1, etc y su
uso como recubrimientos de las fibras está empezando a
dar resultados satisfactorios

4. FACTORES EXPERIMENTALES IMPORTAN·
TES EN SPME

Muchos son los factores que influyen en el proceso de
extracción y deserción de esta técnica, tanto en el modo
de inmersión directa como en el modo de espacio en
cabeza. Su conocimiento es fundamental para cualquiera
que haga uso de la misma

Tiempo de extraeción y de desorción

Los tiempos de extracción y de desorción son dos
variables importantes que deben ser controlados de forma

rigurosa para que la reproducibilidad de la técnica sea
buena. De manera general, tanto la eficacia de la extl'ac
ción como de la desorción aumentan con el tiempo. En lo
que a la extracción se refiere, llega un momento en el que
ésta es máxima (tiempo de equilibrio) y no se extrae más
analito (Figura 2). Estos tiempos de equilibrio pueden ile
gal' a ser largos, sin embargo, no es necesario trabajar con
tiempos tan largos siendo posible trab~jaren condiciones
de no equilibrio, en cuyo caso se debe controlar rigurosa
mente el tiempo de extracción, dado que pequeñas varia
ciones en el mismo pueden provocar variaciones impor
tantes en el porcentaje de analito extraído. En la biblio
grana se comprueba que normalmente los tiempos de
extracción varían entre unos pocos minutos hasta varias
horas O_I·JI>I Los de desorción son más COItos (en general,

inferiores a.30 minutos). El tiempo de desorción es igual
mente una vmiable cl'itica y debe seleccionarse de mane
ra que se asegure que no quede analito alguno en la fibra

Volumen de muestra

De manera general, la cantidad de analito retenido por
la fibra aumenta al hacerlo el volumen de muestra, con el
consiguiente aumento de sensibilidad, Ahora bien, la can
tidad de anal ita extmida es solamente una fracción del
total, que depende del coeficiente de reparto del analito
entre la muestra y la Obra. Estos coeficientes deben tener
se en consideración a la hora de fijar el volumen de la
muestr a a extr aer Además, hay que tener en cuenta que el
efecto matriz puede ser impOl'tante, sobre todo en el
modo DI-SPME

Espacio en eabeza

Cuando se opera en el modo HS-SPME, cuanto
menor es dicho espacio mayor es la sensibilidad. En
general se recomienda que esté comprendido entre un.30
y un 50% del vial, aunque dicho volumen puede ser
mayor cuando se tr ata de muestras más concentradas, Es
importante también mantener constante tanto el volumen
dela muestra como el del espacio en cabeza, para garanti
zar una buena reproducibilidad. Además, y también con
este fin, la fibra debe mantenerse siempre a la misma altu
ra dentro del vial

pH

El pH puede ser también una variable importante en
SPME, influyendo tanto en la eficacia como en la selecti
vidad de la extracción. Aunque para pesticidas neutros el
pH no es una variable importante m), para pesticidas ioni
zables, sobre todo para los ácidos IJ~I o los derivados de los
c1orofenoles >l''', el pH debe ser ajustado antes de la



extracción AsL conl'ibras en las que la extracción de los
analitos se debc principalmcnte a un ploceso dc absor
ción (PDrvlS y PA) sólo la fOlma neutra seni cxtlaí'da Es
preciso prestar especial atención cuando se utilizan pHs
extremos dado que estos pucden dañarla fibla A modo
de ejemplo. cabe mencionar que la libl a Cal bowax-DV B
no debe usal se a un pI-! superior a 9

Fllena jónica

Normalmente se añade a la muestra una sal con objeto
de disminuir la solubilidad de los analitos en la misma y
lavoreccl' el paso de estos hacia la fibra Este efecto de
"sa!lil1g~olft". bien conocido en técnicas como la LLE.
afecta a cada compuesto de forma espedfica Las sales
más utilizadas en SPME con este fin son el cloruro sódi
co. bicarbonato sódico. carbonato potúsico y el sullato
amónico Sin embmgo. el uso de altos contenidos salinos
es más recomendable para la I-lS-SPME dado que en DI
SPME una alta concentración de sales puede plOvocar la
deposición de éstas sobre la fibra. dañúndola y disminu~

yendo así la eficacia de la extlacción con el tiempo

Agitacicin

En general. la agitación acelera la transferencia de los
analilOS hacia la fibr a, sobre lodo en I-lS-SPME Cuando
se trata de matrices líquidas, compensa los bajos coefi
cientes de difusión plOpios de las mismas El tiempo de
equilibrio disminuye al aumentar la velocidad de agita~

ción. pero una agitación muy rúpida puede provocar falta
de reproducibilidad y de precisión e incluso no permitir
que los compuestos queden retenidos Cuando se trabaja
en el modo off-lineo se suele utilizar una agitación mag
nética Algunos autores han empleado también la agita~

ción por ultrasonidos l-1M. pelO en este caso hay que tener
cuidado dado que el calentamiento plOducido podda
degradar ciertos compuestos y adem{¡s, si se sumerge
directamente la fibra en la muestra sonicada podría des
prenderse parte de la fase estacionaria (es preciso utilizar
bajas fIecuencias), Aparte de estos, también se han utili
zado los movimientos de la fibra (sobre todo automatiza
da en OC) (.1111 o del vial como medios de agitación 11.11,

Temperatura

La temperatura tiene efectos contrapuestos sobre la
extracción Por un lado, un aumento ele la misma plOvoca
un incremento de los coeficientes de difusión de los anali
tos en la muestra, aumentando así la cantidad de analito
eXllaído y disminuyendo el tiempo de extracción Este
efecto puede ser mayor cuando se opera en el modo HS
SPME puesto que al aumentar la temperatura aumenta la

cantidad de analito (vohítil¡ presente en el espacio en
cabeza Hay que tener en cucnta adem<.Ís. qUé si la mues~

tl a es aCuosa, Ull incrcmcnto de la tcmpel atul a aumenta la
cantidad de agua presente cn el cspacio en cabeza. intedi~

1icndo ésta en la extracción Se ha podido comprobar que
una humedad relativa del 90% puede reducir la extrac~

ción en torno a Ull IOCIc:, ,,11, Por otro lado. un aumento de la
tcmpcl atura favorece la desorci6n de los analitos. con lo
que cs preciso mantcneruna situación de compromiso y
buscar un valor óptimo que minimice este último En
principio. es recomendable calentarligeramelHc la mues
tia y estudiar la influencia de la tempelatura ,.1"

Disolvente de desorción

Cuando se lleva a cabo la dcsol'ción utilizando un
di solvente orgánico cs preci so se leccionar el di solvente
adecuado y la cantidad del mismo. que puede ser muy
pequeüa (100-100 pi) Dado que no lodas las fibras son
compatibles con los disolventes Ol'gúnicos (ver Tabla 1)
este modo de operación no es aplicable en todos los
casos

Adición de disolventes o de medios micelares

Hasta ahora, la extracción por SPME de una muestra
acuosa a la que se le ha añadido un disolvente org¡ínico no
ha sido muy estudiada pero. en general. puede deducirse
que la cantidad de analito extlaÍdo disminuye con la can
tidad de disolvente añadida ,.p,l,l> Sin embargo. en ciertos

casos ha podido también apreciarse el efecto contra~

rio'·I~ '¡'>l, sobre todo cuando se tlata de llluestras sólidas
como lodos o suelos dado que el disolvente mejora la
difusión de los anal itas hacia la fibra o bien porque se
producen cambios en la interacción nbra~~lI1alito En
estos ültimos casos, en los que la extmcción se ve incle~

mentada, el porcentaje de disolvente añadido suele ser
pequeño (inferior a un 5%) Recientemente se ha estudia
do también la influencia de la adición de medios micela~

res a muestras acuosas sobre la extracción ,·17, y se ha com~
plObado que estos medios provocan descensos exponen~
ciales de los rendimientos de las extracciones

Estrategias de optimización

El hecho de que todos los factores anteriores influyan
sobre la extracción y desorción de los analitos hace nece
saria una adecuada y cuidadosa estrategia de optimiza
ción En la bibliografía se observa que, de manera gene
ral, la optimización se lleva a cabo paso a paso, variando
un solo factor y tomando como función respuesta las
<Íleas de cada analito (aunque es preferible calcularlos
porcentajes de extmcción) A pesar de esta tendencia
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Tabla 1. Tipos de fibras de SPME actualmente comerci¡i1iz¡¡dus

Tipo de libra

PDMS

PDMSIDVB

DVB/CARlPDMS

CAR/PDMS

PA

CWIDVB

CWffPR

Espesor (f1m)

7,30,100

60,65

50/30

75,85

85

65, 70

50

Posible uso

OCyHPLC

OCy

HPLC(60~m)

oc

oc

OCyHPLC

oc

HPLC

Algunas familias de pesticidas

para cuyo análisis se han utilizado

Amidas, Carbamatos,

Cloroacetamidas, Piridazinonas,

Tíocarbamatos, Triazinas, Uracilos

Amidas, Cloroacetamidas,

Fenilureas, Piridazinonas,

Tiocarbamatos, Triazinas

Triazinas

Tiocarbamatos, Triazinas, Uracilos

Amidas, Carbamatos,

Cloroacetamidas, Dinitroanilinas,

Fenílureas,Organofosforados,

Tiocarbamatos, Triazinas, Uracilos

Amidas, Cloroacetamidas,

Piridazinonas, Tiocarbamatos,

Triazinas

Triazinas

mayoritaria, también se han utilizado con bastante éxito
técnicas quimiométricas, como el diseño experimen
tal13~AK'~'11o las redes neuronales artificiales (al"tificialllell w

l"alllet¡vorks, ANNs) 135) que permiten que el número de
experiencias necesarias para la optimización sea menor

S. ACOMPLAMIENTO DE LA SPME A HPLC y CE

El acoplamiento o/lwfille de la SPME con un cromató
grafo de gases es bastante conocido y utilizado y, quizás,
no lo es tanto para otras técnicas como el HPLC o la CE.
La denominada ill w tube SPME fue introducida también
por Pawlizsyn (511) permitiendo el acoplamiento OII-fille de
esta técnica con un cromatógrafo de liquidas En este
caso, la retención de los analitos y su posterior desorción
se realizan en el interior de un capilar de OC o micro-LC
(existe una gran variedad de capilares con fases estacio
narias distintas que pueden ser utilizadas en in-tube

SPME) de longitud variable (50-60 cm suelen dar buenos
resultados) situado antes de la inyección La muestra es
introducida en el capilar recubierto con la fase estaciona
ria por aspiración desde el vial que la contiene, de maner a
que los analitos son retenidos en su interior y, tras un
tiempo seleccionado, la muestra es devuelta al vial. Una
vez repetido este ciclo las veces necesarias, los analitos
son desorbidos haciendo pasar fase móvil, o bien un
disolvente apropiado por el mismo, introduciéndose pos
teriormente en la columna. En este caso, deben optimi
zarse el número de ciclos, el volumen de muestra que se
introduce en el capilar, así como la naturaleza, el flujo y/o
tiempo de extracción estática del extractante De esta
forma todo el proceso puede ser automatizado Como
limitación, cabe mencionar que sólo es aplicable a mues
tras bastante limpias, miscibles con la fase móvil y que no
contengan partículas insolubles, para evitar así la obs
trucción de los capilares (es importante filtrar la muestra
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KOHIK HPLC+HRGC K2 MUlTlDIMEHSIOHAl
Único sístema comercializado HPlC+HRGC MULTlDlMEN510NAl
(patentado U5,6,402,947 BI).
Análisis de Pesticidas, PAH's, PeB's, _ por inyección directa de la
muestra (aceites, concentrados, ele) en el HPLC.

KONIK HP~C 550 TORRE '/ HPlC 600 MONOBlOQUE
Linea completa en HPlC: lsocrático, Gradientes, alocompatible.
Semi'preparativo,lónico, etc. Detectores Fluorescencia, PDA.lN·
Vl5,Indice de Refracción, Conductividad, Electroquímico, Masas,
EVl.SD, etc. la solución óptima para su laboratorio con la mejor

relación calidad/precio.

Cromatografía ultra-rápida: Horno de alta precisión y muy baja
inercia térmica. Neumática digital (EPC y EMC). Temperatura de
250C a 4900( en incrementos y visualizadón de O.lOC,
Inyector estanco con septum frío (sin purga de septum): garantiza
la má~ima integridad de la muestra para compuestos de alto y bajo
peso molecular. Ahorro de gas.
Todas las opciones de inyección disponibles para cualquier tipo de

columna.
Gama completa de detectores, inclusive masas.

Automatización total

Máxima productividad

Sistema totalmente innovador exclusivo de KONIK. Puede
configurarse a voluntad para siete modos operativos: (1) P&T: Purga
y Trampa, (2) Espacio de Cabeza Estatico, (3) ¡J-Extracción en Fa~

Sólida. (4) Desorción Térmica, (5) Inyección de Uquidos HRGC.
(6llnyección de Uquidos HPlc. mMicro-concentrador.
OpciOneS: Microagitación. evaporación (anHelada.
mkrodoslficaciÓn. microreacción. Esladón de microquímica
complela (derivatización precolumna. concentración. spiking•...).
Soluciones combinadas con HRGC unicas: TOGA, aTX, EPA,_.

Flexibilidad inigualada

KONIK HPLC 600
6 Disolventes
Programación Temperatura

KONIK ROBOKROMo
AS, HS, P&T, SP~E
Multimodal

KONIK HRGC 4000
Horno ±O.l°( !Inyector Estanco! Neumática Digital

KONIKMSQ12°
4-2000 amu
Cambio rápido de fuentes

El sistema combinado HRGC/HPlC+MS incorpora opcionalmente:
Fuente para acoplamiento HRGC: permite ionización por impacto
electrónico e ionización quimica; iones positivos y negativos.
En el modo 10 (-) es el sistema mas sensible del mercado.
Fuente para acoplamiento HPl(: optimizada para ionización a presión
atmosférica (API) y electrospray (E51).
Permite fácil análisis de peplidos y compuestos de alto peso molecular.

Máxima sensibilidad y resolución



antes dcl an<Ílisis). El efccto memoria es inaplcciable en
esta técnica. lo que hacc que adcmás los límitcs de dctec~

ción alcanzados sean mcnorcs quc cuando la desolción se
plOduce en el modo (~!rlille La ill-flfhe-SPME se ha utili~

zado también en combinación con HPL.C~ESI~MS '~l ,:1

Con objeto de mejorar la eficacia de la cxtracción de los
compuestos se han desanüllado las valiantes denomina~
das IFire~i/l~llfhe y ./ibl!l~ill~fllhe SPME que permiten la
miniaturización de este tipo de sistemas (Figura.3) 1,.11 En
la lI'ire-in-fllbe-SPME, un hilo muy fino de acero inoxi
dable se introduce en el interior e1el capilar. de manera
que la superficie activa de éste sigue siendo la misma,
pero se ha Ieducido su volumen intemo, con lo que la
extracci6n es más efectiva, En la !rber-iJHllbe, sin embar~

go, cientos de filamentos de un material polimérico están
empaquetados longitudinalmente en el interior del capi
lar, de manera que se reduce también el volumen interno,
pero la superficie activa es mucho mayor que la anterior.
dado que dicho material polimérico puede ser utilizado
como fase estacionaria Ademüs de la in-lube SPME,
existen comercializados una serie de dispositivos que
permiten llevar a cabo la extracción en el modo ofrline,
pero la desorción (}11~lille con HPLC 15·11 En estos casos, la
desorción de los analitos puede ser est<Ítica (el eluato per
manece un tiempo en la interfase y postel'iormente es
introducído en la columna) o dinámica (a medida que se
produce la desorción, el eluato entra directamente en la
columna). En este último caso, es necesario destaCa! que
si el disolvente o la fase móvil con la que los anal itas son
desOlbidos no tiene una fuerza elutIópica alta, los picos
clOmatográficos sufren un ensanchamiento considerable

La SPME también ha sido acoplada a CE 1555hl con
interfases creadas en el propio laboratorio Este acopla
miento es aún más complicado que el anterior dado que
deben inyectarse volúmenes muy pequeños (nI.)
Actualmente, no está comercíalizado y no ha sido muy
utilizado 1.\5%1, por lo que no es de extrañar que la gran
mayoría de las aplicaciones publicadas hasta la fecha se
hayan llevado a cabo en el modo o.!T-lille 1.1.l·Jhl

6. DERIVATIZACIÓN

En OC, la derivatizacíón de los analitos es una pnícti
ca usual para aumentar su volatilidad y/o reducir su pola
ridad pudiendo mejorar así tanto la eficacia de la extrac
ción de la muestra real como su separación cromatográf1
ca y la respuesta del detectOI 151. Estos procesos de deriva
tización pueden llevarse a cabo en las tiblUs de SPME. En
este sentido, el método más utilizado consiste en derivati
zar directamente los analitos por adición del agente deri
vatizante a la propia matriz y la posterior extracción de
los analitos derivalizados utilizando la fibra 1571 También

puede llevarse a cabo la deriv<ltización soble la fibra eJe
SPMI:: una vez completado el proceso de extracción. la
nbl a. con los analitos extraídos. se pone en contacto con
el agente derivatizantc L\~' En este sentido. es recomenda
ble que la derivatización se haga. si es posible. en el modo
I-IS-SPME. para evitar posibles daños de la l"ibra De la
misma forma. también puede llevarse a cabo simultánea
mente la extracción y la derivatizaci6n En este caso. la
fibra se sumerge durante un cíerto tiempo elluna disolu
ción concentrada del agente derivatizante. de forma que
quede recubierta con el mismo y la reacción de derivati
zaci6n se plOduce sobre la superficie de la fibra simultá
neamente con la extracci6n (no se trata de un proceso de
equilibrio) 15'/1 La derívatización puede también llevarse a
cabo en el inyector del cromatógrafo A medida que los
analitos y el agente delÍvatizante (exHaído conjuntamen
te) son ténnicamente desorbidos de la fibra, se produce la
reacción de derivatización en el propio inyector a alta
temperatura ¡hO¡ Hay que tener en cuenta que. en general,
los procesos de derivatízación suponen el intlOducir un
paso más en el pretratamiento de muestra y, en algunos
casos, plesentan una baja replOducibilidad y lepetibili
dad, lo que hace que muchas veces este tipo de procesos
tiendan a evitarse, Además, enconllar un agente derivati
zante apropiado y que a su vez pueda ser utilizado con las
fibras en alguna de las tres formas anteriores no es fácil
Un review muy reciente 1111) plOfundiza mucho más sobre
el uso combinado de la SPME con estrategias de deriva ti
zación,

7, TÉCNICAS AFINES

Extracción sobre barra agitadora (slir~barsorpliJ'e
ex/rae/ioll, SBSE)

La SBSE H¡:!I es bastante reciente y actualmente son
cada vez más las aplicaciones publicadas en la bibliogra
fía basadas en esta técnica Este tipo de barIas se comer
cializan con el nombre de TwisterM y actualmente es nece
saria una licencia para su uso Se trata de barlas magnéti
cas agitadoras que poseen un recubrimiento de PDMS
(por ahora sólo se comercializa un tipo de barra, lo que
limita su aplicación). Estos pequeños imanes encapsula
dos (Figura 4), pueden tenel de I a 4 cm de longitud y
están recubieltos por una capa de SS ó 2l911L de PDMS
(las fibras de 100 11m ele PDMS suelen tener 0,5 lIL). lo
que hace que se extraiga una mayOI cantidad de analitos y
se alcancen límites de detección más bajos que con
SPME Los ímanes de 4 cm se suelen utilizar con volú
menes de muestm complendidos entre 100 Y 250 mL,
mientras que los de I cm se utilizan con volúmenes com
plendidos entre 1 y SO mL Se tI ata de una técnica auto
matizable en OC (existe un sistema de desol'ción térmica
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Figura 1. Propiedades de algunas de las fibras actualmente
comercializadas Adaptado de (!.1)

Figura 2. Variación con el tiempo de la cantidad de analito
retenida por la fibra de SPME Adaptado a partir de (5)

SPME SSSE SPDE

Aguja

/ Recubrimiento
/¡nterno

Punta cónica
con abertura

- Jeringa

Recubrimiento
(PDMS)

8_
1
---L-i

án

Aguja

/

Capilar de silice
¡ recubierto con la

fase estacionaria

VolumcnlnlcffiO

Flbcr·in-tube SPME

In-tllbQ-SPME
Sección de un capilnr con~endontll

Wlro·ln·tubo SPME

Rocub¡imicnlO

Figura 3. Dibujo esquemático de la sección transversal de los
c<lpilares utilizados en in~tube,wircHin-tube y fiber-in-lube SPME

Figura 4. Representación esquemática de distintos dispositivos
de microextracción: SPME, SBSE y SPD



comer cial. Gerstel) A pesar de que el diseii.o original de
la técnica fue llevado a cabo con una desOlción télmica en
un clOmatógrafo de gases. aunque no se disponga del sis
tema de desolción comercial (que encarece la técnica).
puede llevarse a cabo también una desolción con disol
ventes orgúnicos e inyectar el mismo. bien sea en un cro
matógrafo dc gases. de líquidos o en CE En todos los
casos. los parámetros a optimizal son anúlogos a los de la
SPME

Aunque la SBSE está especialmente diseii.ada para
inmersión directa. también se puede trabajaren el modo
espacio en cabeza 11"1 en cuyo caso recibe el nomblc de
headspace sOlplive eXlraclÍon (HSSE) En esla aplOxima
ción, la barra magnética se puede mantener suspendida
en el espacio en cabeza mediante un hilo mettílico que
alraviese el seplum La SBSE ha sido ulilizada en el aná
lisis de pesticidas en diversas ocasiones 16·1·[,'11 y reciente
mente estas barras también han sido preparadas mediante
la técnica de sol-gel aplicándose al análisis de n-alkanos.
PAHs y pesticidas organofosforados utilizando la OC
como sistema de análisis (ill l , Los Hmites de detección
alcanzados fueron del OIden de las partes ponrillón (ppt)

Extracción dinámica en fase sólida (solid phase
dYllllmic extraetioll, SPDE)

Este dispositivo no, que constituye otra variante de la
SPME, pretende solucionar varios problemas inherentes
de la misma como son la fragilidad de la l1bra, el delgado
espesor de la fase estacionaria, así como el hecho de que
la libra no eSlé prolegida y de que su l1exibilidad sea limi
lada (aunque algunos de estos problemas se han solucio
nado con la in-tube SPME) Se trata de una jeringa que
guarda en el interior de la aguja una capa de material sor
bente (Figura 4). La SPDE se puede ulilizar introducien
do en la misma directamente la muestra, o bien su espacio
en cabeza (HS-SPDE) En ambos casos, es necesario
introducir y expulsar (un determinado número de veces)
del interior de la aguja la sustancia a extraer De esta
manera, es posible trabajar en condiciones dinámicas
mientras se mantiene constante el volumen del espacio en
cabeza, Una vez hecho esto, los analitos pueden ser des
orbidos tél'micamente en el inyector de un cIOmatógrafo
de gases, En el año 2000 se comenzaron a comercializm
este tipo de dispositivos, aunque actualmente sólo está
disponible un tipo de fibra de 50 l"n de PDMS con un
10 % de carbono activo que recubre hasta 8 cm del inte
rior de la aguja, El volumen de fase estacionaI'Ía en este
tipo de agujas es de 4,4. mm\ aproximadamente, mien
tras qlle en una fibra de SPME-PDMS de lOO l'm es de
094 mm' La SPDE tiene como clara ventaja su fácil
automatización y un muestreo más encaz que la SPME

Dado que se trata de una técnica nuevu, el nLÍmero de apli
caciones hasta ahora desanollado no es muy elevado 172·1.',

En lo que al análisis de pesticidas se refiere. a modo tle
ejemplo. L ipinski y col ,71, han aplicado la SPDE (recu
bl imiento de PDMS de 7 ~tl11 de espesor) con posteriOI
determinación por OC a un grupo de pesticidas en agua
lortificada, llegando a límites de detección compl'Cndidos
entre I y 100 ng/L. La velocidad de extracción fue cinco
veces mayor que utilizando J"ibms convencionales de
SPME de 100 11m

Otros avances

Tal y como se ha señalado anteriormente, la tempera
tura de extracción es un factol que puede tener efectos
contrapuestos sobre la extracción, Con objeto de poder
aumentar la temperatura de la muestra para fuvorecer la
extracción y de mantener la fibra a una tempe¡atum infe
liar. para evitar que los analitos se desol'ban, Zhang y
Pawliszyn ideal'On en 1995 l7.\¡ la denominada SPME
"enfriada internamente" (inlernal/y cooled-SPME), Este
sistema, utilizado para la extracción de xileno, etilbence
no y tolueno, consigue enfriar el material sOlbente
haciendo pasar CO:! líquido por un capilar interno a OtIO
que actüa de fibra, A pesar del intento, este dispositivo no
ha sido comelcializado y tampoco ha sido muy utilizado.

Aparte de eslas dos nuevas variantes de la SPME
(SBSE y SPDE) y de la aparición de nuevos recubrimien
tos, la SPME parece estar encaminada hacia otro tipo de
avance: la miniatuI'Ízación y el acoplamiento directo a un
espectrómetro de masas l7ü ii). Con el uso de sistemas
miniaturizados se pueden resolver ciertos problemas
como es el análisis de muestras de muy pequeño tamaño
(a veces se disponen de pocos microlitros). También la
velocidad del análisis puede verse incrementada enorme
mente, manteniendo altas eficacias de extracción a un bajo
coste y, al mismo tiempo, puede reducirse el gasto de
disolventes orgánicos perjudiciales para el medio ambien
te En este sentido se ha desarrollado un tipo de microex
tracción denominada small-l'ol1/111e SPME 1m en la que se
trabaja con volúmenes de muestra muy pequeJ1os, introdu
cidos en el interior de un capilar de vidrio En este caso,
tanto la el1cacia como la velocidad de la extracción son
muy altas, Una aplicación reciente y bastante prometedora
es el uso de las fibras de extracción directamente como
matrices utilizadas en MAI..DI (malrix anisled by lase!
desorpliol1/iollizaliol1) (7'JI, La SPME-MALDI representa
una alternativa prometedora en el análisis biomédico, hu
macéutico, diagnóstico clínico, etc, pero aun está por
explolar. Asimismo, el acoplamiento directo de la SPME a
la interfase electlOsplay o nanospray podría tener también
multitud de aplicaciones en un futuro próximo
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s. ALGUNAS APLICACIONES RECIENTES DE LA
SPME AL ANÁLISIS DE PESTICIDAS

Hoy en dia, cada vez son más los pesticidas utilizados
y se hace necesaria una rápida y efectiva monitorización
de los mismos en una amplia variedad de matrices
ambientales (aguas. suelos, etc) y, sobre todo, en la cade
na alimentaria. Muchos pesticidas presentan una elevada
toxicidad, así como una gran persistencia y movilidad
medioambiental, lo que les convierte en uno de los grupos
de contaminantes más importantes, Tal y como se ha
señalado anteriormente, la SPME se ha aplicado con
éxito al análisis medioambiental y, dentro de éste, al aná
lisis de pesticidas, En España. son numerosos los grupos
de investigación orientados en el análisis de pesticidas y
que utilizan, entre otros, la SPME, A continuación se
expondrán algunas aplicaciones recientes de la SPME al
análisis de estos compuestos (Tabla 2).

SPME-GC

La OC es sin duda la técnica analitica más utilizada en
el análisis de pesticidas, prueba de eUo es la gran cantidad
de bibliografía que se puede encontrar ((,J (3) Yla variedad
de matrices a las que se ha aplicado, como aguas(84~\

vinos (9,04 1, mieles PiS" suelos\MIi, sangre humana(~l\ zumos(91,
frutas j678H\ peces (8'1), etc Con SPME-GC, se han des
arrollado métodos que permiten la determinación simul
tánea de multitud de pesticidas (61M;!l, lo que sin duda
constituye una de las aspiraciones de toda técnica.
Sakamoto y Tsutsumi (421 han determinado 158 pesticidas
en muestras de agua por HS-SPME-GC-MS utilizando
una fibra de PA (aunque han examinado varios tipos de
fibras) con recuperaciones comprendidas entre 54 y
160%. Dado que el principal problema que se plantea en
estos casos es que unos pesticidas son mejor extmidos en
determinadas condiciones que en otras, han extraído una
misma muestra varias veces, aumentando la temperatura
de extracción (hasta 100 OC), m~jorando así la extracción
de ciertos grupos de pesticidas Gonc;alves y Alpendu
radaHiI han determinado 34 pesticidas pertenecientes a las
familias de Olganoclorados, organofosforados, piretr-oi
des y triazinas en agua por SPME-OC con un detector de
captura electrónica (e/ectrofl capture deteetiofl, ECD) y
otro termoiónico (thermionic specific detection, TSD)
utilizando una libra de PDMS-DVB que han sumergido
directamente en las muestras. Los LODs obtenidos se
encontraron en el rango de las ppts. Cai y col. lO" han utili
zado la tecnología sol-gel para obtener fibras de PPMS y
PMS y así extraer 16 pesticidas organoclorados de extrac
tos de té Estas fibras, en comparación con las de PDMS
comerciales, han demostrado tener una alta estabilidad
térmica y una vida media muy larga. Asimismo, han com-

parado la eficacia de la fibra de PPMS (que es la que pro
porcionaba mejores resultados) para la extracción tanto
por DI-SPME como por HS-SPME, previa a su determi
nación por GC-ECD Los mejores resultados se obtuvie
ron por HS-SPME, con límites de detección inferiores a
O.OSI nglL.

Las técnicas de derivatización que hacen uso de las
fibras de SPME y que se han descrito anteriormente, para
mejorar la resolución y sensibilidad de los mismos en
GC, han sido también utilizadas con dicho fin en el análi
sis de pesticidas UH-'IIl.<Jll,

El reciente desanollo de la cromatograffa de gases
completa en dos dimensiones (GCxGC) "", por su eleva
da capacidad de separación, podría permitir, a priori, ana
lizar algunas muestras sin un pretratamiento exhaustivo,
Sin embargo, en muchos otros casos el pretratamiento de
muestra sigue siendo necesario y, en este sentido, el uso
combinado de la SPME y la GCxGC puede aportar inte
resantes resultados ~'!Jl en el análisis de mezclas complejas
de pesticidas.

SPME-HPLC

Hay casos en los que los pesticidas no tienen la volati
lidad adecuada para su determinación por OC y deben ser
analizados por otra técnica, como HPLC o CE La combi
nación SPME-HPLC se ha utilizado recientemente para
el análisis de pesticidas como triazinas 1<J~), fenilureas (8~),

carbamatos ISIl~HII, pesticidas organofosforados (W'fol, etc

Gou y col IHll han analizado seis carbamatos (barban,
carbaryl, c1orprofam, metiocarb, promecarb y profan) en
muestras de agua fortificadas mediante la ifl-tube SPME
con un capilar de extracción Omegawax 250 (Supelco),
una columna C 18 y utilizando dos muestreadores distin
tos. Como fase móvil utilizaron acetonitrilo:agua 1: 1
(v/v) en régimen isocrático, Los límites de detección
obtenidos están comprendidos entre 0,44 y 17 ~g/L Wu y
col IH~), por su parte, determinaron seis carbamatos
(Figura 5) y seis fenilureas en agua y vino mediante in~

tube SPME-HPLC-ESI-MS, ntilizando capilares recu
biertos de poli-N-metilpirrol (PMPY) y PPY, proporcio
nando éste úllimo los m~jores resulLados Para ello, opti
mizaron tanto los parámetros de extracción y desorción
como los parámetros del electrospray (presión y tempera
tura del gas nebulizador, composición y flujo del líquido
adicional, etc.). Los límites de detección del método se
encontraban entre 0,0 l Y 1,2 ~g/L. En este trabajo tam
bién se investigó la influencia de la adición de etanol a la
muestra y se comprobó que la eficacia de la extracción
disminuía con el aumento del porcentuje de etanol. Por



Tabla 2. Algunas aplicaciones recientes de la SPME de pesticidas acoplndas ¡¡ GC HPLC y CE.

Pesticidas Matriz Detector Fibra Rccuperaciün % LOD(~LJ Rcl'.

GC

158 pesticidas Agua ¡\e/S PA (HS-SPME) 54-160 -0.01 (42)

34 pcsticidas Agua MS PDMS-DVB (Dl-SPMEI 77-132 II.IJIJ 1-0.050 (Xl

16organoclorados Te ECD PPMS (HS-SPME extracto 39-11lI 0.0 15~(),()81 ng/L (25)

de microondas l

Vinclozolin, dicloran Suelo ,VIS PA (DI-SPMEJ 91-94 2-3 ng/g (BOl

Organofosforados Vino MS PA (Dl-SPME) 67-100 2·33 (9)

Famto. diazman. melilparatlon. fellllrotlon. malatlon. fentloo. Zumos 5-98 2-90

elilparatlon. metidatlon
-

HPLC
---
Carbamatos Agua UF Omegawax 250: polictilenglycoL 14-105 0.-14-17 IXII

Carbaryl. profam. metlOcarb. promecarb dorprofan. barban lín-tube SPME)

Carbarnatos Agua (ESI)MS ppy (mMtube SPME) 95-104- 0.01-1.2 UQ¡

Carbaryl, profam. metlOcarb. promecarb. c1orprofam. barban Vino 89-97

Fenilureas

Monuron. diuron. linuron. neburon. fluomecturon y smuron

Fenilureas Agua UV PDMS-DVB (DI-SPME. uflelíne) SS-ID 0.5-5.1 (X3l

Metoxuron.linuroll. monuron. Isoproturon, clorotoluron. CW-TPR (DI-SPME. off-línel 85-111

monolinuron. metobromuroo, buturon. clorbromuron

Organoclorados Vino DAD PDMS-DVB (DI-SPME. 95-103 4~27 (541

Nuanmol, tnadimenol. tnadimefon, fopel. vmclozolill, penconazol extracción off-line, desorción onMlillcj

CE

Ciromazma, clprodinil, pmffilcarb. pilimetanil. plrifenox Agua (ESI)MS PDMS-DVB (DI-SPME. off-Iíoc) -14-66 15 (34)

Zumos 40M150

Trjazinas Agua UV PDMS-DVB (DI-SPME. off-Iínel 15~48 0.80-4.89 (35l

loxmil, oMfenilfenol, haloxifop, acinuorfen, pldoram Agua (ESI)MS CW-TPR (Dl-SPME. off-líne) 8-97 0.02-5 ¡tg/g * (36)

Frutas

*Limlte de cuantificación
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oliO lado. Blasco y col ",'n analizaron seis insecticidas
organoloslOlados en mieles IOltificadas (que tuvieron
que ser diluidas en agua cn relación 1110) tunto por
SPME y LC-MS por inmcrsión directa utilizando una
libra de PDMS como por SBSE y LC-MS En ambos
casos la desorción de los analítos se llevó a cabo en cl
modo (~fr-IiJle mcdiantc disolventes org;:ínicos La SBSE
PlOpOlcionó lo mcjores límites de cuantificación. entrc
O04-04mg/Kg.mientras que para la SPME se situaron
en el intervalo O8-2 mg/Kg

SPME·CE

La electroforesis capilar constituye una técnica
alternativa bastante atractiva en el análisis dc pesticidas.
gracias a las altas eficacias de separación y a la mpidez
de análisis Sin embargo. una de sus principales desven
tajas radica en su baja sensibilidad, aunque se ha ido
mejorando mediante el desarrollo de técnicas de precon
centración en el propio capilm 1'1.\) Actualmente. existen
muy pocas publicaciones que combinen SPME y CE
para el análisis de pesticidas {J.I_,h» y, en todas ellas, la
SPME se lleva a cabo en el modo oll'line En dos de los
tmbajos mencionados, la detección se lleva a cabo por
MS !.l010l La primera aplicación de la SPME previa a la
CE-MS para el análisis de pesticidas fue desanollada
por Rodríguez y col Ohl y en ella determinaron ioxinil, 0

feniHenol, llaloxilop, acifiuorten y picloram en extrac
tos de uvas, manzanas, nmanjas y tomates fortíficados
La fibra que utilizaron fue de CW-TPR, encontrándose
porcentajes de recuperación entre 7 y 94% Ylfmites de
cuantificación comprendidos entre 002 y 5 mg/Kg. En
el segundo de estos trabajos IJ,I), se determinó un grupo
de pesticidas (pirimetanil, pirifenox, pirimicarb, cilO~

m:lzine y ciprodinil) en agua y zumos de frutas fortifica
dos por SPME y CE-ESI-MS. Se llevó a cabo una opti
mización (haciendo uso de un diseño experimental) de
los distintos parámetros que influyen en el proceso de
extracción y desorción, así como los parámetros del
electrospray (%1, Una vez optimizados dichos panímetros
se determinaron los pesticidas por medio de CE-ESI
MS en agua fmtificada hasta 15 ~tg/L. Yen zumos de fru
las (naranja y uva) fortificados hasta 40 ~{g/L El tercero
de estos trabajos lue llevado a cabo por Frías-García y
col. 1.1.1~ yen él analizaron once triazinas en aguas subte
rráneas por MEKC-UV sumergiendo directamente una
libra de PDMS-DVB en la muestra Los factores que
afectaban al proceso de micloextracción fueron optimi
zados mediante ANNs, L.a Figura 6 muestra la compara
ción entre el resultado de la optimización paso a paso y
con ANNs, L.os porcentajes de recuperación obtenidos
estaban comprendidos entre 15 y 48%, siendo los ifmi
tes de detección alcanzados entre 0,80 y 4,89 ~lg/L Es

de esperar que la aplicación de estas dos técnicas (CE y
SPMEj al an:.ílisis de pesticidas vaya en aumento a
medida que se consigan límitcs de detección del mismo
orden que los obtenidos por OC o HPLC. lo que se
podría llegar a conseguir al combinarlas con técnicas de
preconcentrac ión en el interior dc1capi lal (técn icas dc
stacking. por ejemplo) ,,!~.

9. CONCLUSIONES

La SPME ha demostrado ser L1na técnica de extrac
ción y precollcentración fiable en el análisis de multitud
de compuestos, entre ellos los pesticidas Actualmente
existe una amplia variedad de fibras. lo que permite
ampliar SLlS aplicaciones, y a las que se unen cada vez m:.ís
nuevos recubrimientos que. por otro lado. son necesarios
Aunque sin duda alguna el principal reto que actualmente
se nos plantca es su acoplamiento dilecto a un espectnS
metro de masas o su miniaturización. ya que ampliada
aún mi.Ís sus posibilidades Asimismo, se han desarrolla
do una serie de nuevas técnicas (SBSE y SPDE) que han
superado algunas de las limitaciones de la SPME y que
han ampliado aún mi.Ís su uso Probablemente en el futuro
se desarrollen otros

En lo que al amílisis de pesticidas se refiere, actual
mente existe en la bibliograffa una gran cantidad dc arlí~

culos que utilizan la SPMEen combinación con OC Sin
embargo. estas aplicaciones no son tan numerosas con
HPL.C, debido a que su acoplamiento no es tan sencillo
La CE, a pesar de sel' actualmente una técnica cada vcz
mi.Ís utilizada en el ani.Ílisis de pesticidas, no ha sido aún
muy utilizada con dicho fin en combinación con la
SPME. Bien sea combinada con una técnica o con otra.
en todos los casos, son muchos los factmes experimenta
les que influyen en la misma y que deben ser cuidadosa
mente optimízados para llegar a obtener buenos resulta
dos En cualquíer caso, lo cierto es que cada vez son más
las publicaciones que hacen uso de la SPME, lo que
demuestra su fiabilidad y aceptación por parte de la
comunidad cientíl1ca,
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Determinación de aspártico, glutámico y glicina proce
dentes de muestras biológicas mediante RP-HPLC, utili
zando como derivatizante el carbamato de 6-aminoqui
nolil-N-hidroxisuccinimidilo.
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RESUMEN

En este tr ab~jo de investigación se desarrolla una téc
nica de cromatografia líquida en fase reversa sensible,
rápida y muy sencilla, utilizando como derivatizante el
carbamato de 6-aminoquinolil-N-hydroxisllccinimidilo
(AQC) y la detección por fluorescencia. Mediante la deri
vatización directa de los patrones o muestras con AQC, se
determinaron simultáneamente aspártico, glutámico y
glicina. Durante los experimentos de validación de la téc
nica se logró una buena linealidad de la recta entre las
concentraciones 2,5 y 100 ~lM, con unos coeficientes de
correlación 1'2;?:O,998 para todos los aminoácidos analiza
dos. La precisión intradia e interdia (%RS. D ) fueron
menores del 5,5%; en el caso de la exactitud el rango
estuvo entre 95,3% y 105,2% El limite de detección de
todos los aminoácidos analizados para este método analí
tico es menor de 5 nM.

Abreviaturas: AMQ, 6-aminoquinolina; AQC,
carbamato de 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilo;
FMOC-CI, c1oroformato de 9-t1uorenilmetilo; NHS,
N-hidroxisuccinimida; OPA, orto-ftalaldehido; PICr,
isotiocianato de teoilo

INTRODUCCION

El análisis mediante cromatografía líquida de alta
resolución en fase reversa (RP-HPLC) empleando deriva
tización precolumna tiene diversas ventajas frente a la
dcrivatizacián postcolumna, como permitir la determina
ción de pequeños volúmenes de muestra, una mayor sen
sibilidad, rapidez, y una instrumentación más simple
Esto unido a que con la derivatización precolumna se
aumenta la hidrofobicidad de los analitos, facilitando asi
su retención por la columna, permite afirmar que la RP
HPLC con derivatización precolumna es una técnica muy
adecuada a la hora del análisis de aminoácidos

El método precolumna más utilizado para el análisis

de aminoácidos, en general, es la derivatización con
OIto-ftalaldehido (OPA) en presencia de mercaptano
(S-mercaptoetanol, tert-butiltiol o ácido 3-mercaptopro
piónico) (Yang et al., 1999; Bianchi et aL, 1999;
Piepponen y Skujins, 2001) o N-acetil-L-Cisteína (Soto
Otero et aL, 1994; Liu et aL, 1998). Uno de los inconve
nientes que presentan estas técnicas es que los reactivos
derivatizantes no reaccionan con aminas secundarias,
como la prolina e hidroxiprolina. Además, los derivados
de glicina, Iisina y alanina son inestables (Reverter et al ,
1997; Cohen, 2000) Este último es quizá el principal
inconveniente de estas técnicas, al impedir su automatiza
ción Los limites de detección son del orden de picomoles.

Iunto con el OPA también se han utilizado con fre
cuencia otros reactivos derivatizantes como el isotiocia
nato de fenilo (PICT), que sí reacciona con aminas secun
darias, aunque a veces produce compuestos dedvatizados
inestables, sobre todo en el caso del aspártico y del glutá
mico debido a la presencia de sales El exceso de reactivo
tiene que ser eliminado para evitar la contaminación de la
columna y una mala separación cromatográfica, añadién
dose así un paso más al proceso de derivatización, Entre
sus ventajas está que los productos de derivatización se
pueden congelar durante semanas sin que apenas se
degraden Su límite de detección se sitúa del orden de
picomoles para casi todos los aminoácidos (Shah et aL,
2002)

Otro reactivo derivatizante es el cloroformato de
9-f]uorenilmetilo (FMOC-CI) que reacciona rápidamente
con aminas primarias y secundadas creando compuestos
estables altamente fluorescentes, con la única excepción
de la histidina, Entre sus desventajas está la inter ferencia
de sales o detergentes y la necesidad de eliminar el exce
so de derivatizante, El limite de detección se sitúa del
orden de femtomoles.

Los primeros autores en describir y utilizar el carba
mato de 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilo como
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dcrivatizante prccolumna fueron Cohen y Michaud
(1993) Durante la dcrivmización. las ami nas primarias y
sccundarias reaccionan en segundos con ellcactivo AQC.
dando como resultado derivados estables fluorescentes
tipo urca El exceso se hidlOliza espontáneamente produ
ciendo 6-aminoquinolina (AMQ). dióxido de carbono y
N-hidroxisuccinimida (Nl-IS) Los compuestos derivati
zados lesultantes son estables a temperatura ambiente
durante más de una semana y ninguno de los productos de
la hidrólisis intediere en el análisis posterior de los ami
noácidos (Cohen y Michaud. 1993; Cahen. lOOO)

Entre las ventajas del método se pueden citar: la sen
cillez del plOceso de derivatización: la formación de com
puestos derivatizados muy estables incluso en presencia
de sales y detergentes (Cohen y De Antollis, 1994: van
Wandelen y Cahen. 1997); una separación excelente y la
posibilidad de tener los reactivos comercializados
Además utilizando la detección por fluorescencia se
logran análisis con una alta sensibilidad, situándose los
límites de detección entre 50 y 300 femtomoles (Cohen,
2000) Las desventajas son pocas en comparación con las
ventajas: unos tiempos de análisis cromatográficos relati
vamente largos y un alto consumo de disolventes

ta técnica descrita se utilizó inicialmente para el aná
lisis de aminmícidos procedentes de hidrolizados de pro
teínas con detección ultravioleta y por fluorescencia
(Cohen y Michaud. 1'993) Posteriormente, Cahen y De
Antonis (1994) la utilizan para la determinación de ami,
noácidos en cereales, soluciones intravenosas y glucopro
teínas comparando la detección por fluorescencia con la
ultravioleta. Estos estudios demuestran la gran versatili
dad del método y que, gracias a la detección por fluores
cencia, los límites de detección logrados elan menores
que con otros derivatizantes y más adecuados para deter
minadas muestlas, Strydom y Cohen (1994) comparan la
derivatización con PICT y AQC en aminoácidos, indican
do que el AQC resulta ser mejor derivatizante, e incluso
afirman que el PICT no da buenos resultados analizando
muestras procedentes de hidrolizados de proteínas, a
pesar de sí darlos en patrones Otros autores, variando la
técnica original, analizaron aminoácidos procedentes de
muestras tan dispares como seroalbúmina bovina y neu
romedina (Líu, 1994), aminoácidos y aminoazticares pro
cedentes ele proteína de soja, quitina y lodos sólidos de
aguas residuales (Díaz et al , 1996), coliÍgeno y líquido
procedente de cultivos celulares (van Wandelen y Cohen,
1997), plasma de cerdo (Reverter et al, 1997), muestras
ele microdiálisis de líquido cefalonaquídeo y de cerebro
ele rata (Liu et al, 1998), zumos de uva y vinos
(Hernández,Orte et al. lO(3) y plasma de humanos
(Badiou et al. 20(4)

PARTE EXPERIMENTAL

Reactivos.

El kit reactivo AceQ-FILlol y la fase móvil A concen
t,ada AocQ·Tag son de Waters (Milford, MA. USA) El
kit de derivatización consisle en el reactivo AQC en
polvo. acetonilriJo para SLl disolución y una disolución de
borato sódico, Los aminoácidos utilizados (aspánico,
glutámico y glicina) son de Sigma (Sr. Louis, MO. USA)
El agua ultra pura Milli-Q. y el aceronitrilo calidad
HPLC. de Productos Químicos Romil (Cambridge.
England)

Instrumentaci6n y condiciones cromatográticas,

Se utilizó un sistema cromatográfico Alliance 2695
con un sistema de inyección automático, un sistema de
desgasincación en línea. horno de columna y
calentadorlrefrigeradorde muestras. El deteclOl de fluo
rescencia multicanal es un modelo 2475, Para el control,
recogida y tratamiento de los datos se utilizó el programa
informático Empower, Todos ellos componentes de
Waters, Milford, MA, USA

Para la separación de los aminoácidos se utilizó una
precolumna Nova,Pak C" (lO mmx3,9 mm), conectada n
una columna ele 41U11 AccQ,Tag C'H (150 mmx3,9 mm
D,l.); ambas de Water s La precolumna y columna se ter
mostatizaron a 37"C. durante el análisis el lIujo fue de
1ml/min, Las fases móviles utilizadas para la separación
de los aminoácidos fueron: la füse móvil A una disolución
preparada con lOO mi del concentrado AccQ·Tag y 21 de
agua, la fase móvil B acetonitrilo calidad HPLC y la fase
móvil e agua calidad HPLC, El gradiente utilizado para
el análisis se muestra en la Tabla 1 El tiempo de análisis
es de 21 minutos, a los que hay que añadir 12 minutos de
lavado con una mezcla de acetonitrilo/agua (60%/40%)
Y10 minutos ele acondicionaelo con 100% de A para pre
pararel sistema para la siguiente inyección

El detector tiene una celda de flujo con una capacidad
de 8 ~11, este se ajustó a una longitud de onda de excitaci6n
de 250 nm y a tina longitud de onda de emisión de
.395 nm, Las inyecciones se realizaron cada 43 minutos,
con un volumen de inyección de 5 ~11

Preparación de patrones y derivatización.

Para la preparación de las diferentes concentraciones
de patlones necesarios para la validación se partió de una
disolución madre de 10 mM de aspártico, glutámico y gli
cina en una disolución estéril de Ringer (CINa 147 mM,



Determinación de aspártico, g/utámico v glicina procedentes
de muestras biológicas mediante RP-HPLC, utilizando como

derivatizante el carbamato de 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilo

CIK 4,0 mM, CI,Ca 2,4 mM) que se conservó a -30°C en
condiciones de oscuridad Las concentraciones de patro
nes utilizadas para los experimentos de validación del
método se prepararon mezclando un volumen apropiado
de esta disolución madre con Ringer

Durante un análisis rutinario 1O ~11 de la mezcla de
patrones o de muestra se tamponan a pH 8,8 con 30 ftl de
solución de borato AccQ~Fluor: Los compuestos dedvatiza
dos se forman al añadir 10 ftl de la disolución de AQC
reconstituida (3 mg/ml en acetonitrilo), El AQC reacciona a
temperatura ambiente con las aminas yel exceso de derivu
tizante se hidroliza espontáneamente en tan solo 1minuto

RESULTADOS

Linealidad y limites de detección,

Para el cálculo de la recta de calibrado (Tabla 2) se
analizaron una serie de seis concentraciones patrón,
desde 2,5 alOa flM (tres réplicas de cada punto), además
del blanco (sin analito, tan sólo disolución Ringer). En
todos los casos los coeficientes de correlación (r~) fueron
mayores de 0,998, lo que demuestra una excelente linea
lidad de las rectas de calibrado

Los limites de detección (señal/ruido=3/l) para todos
los aminoácidos fueron menores de 5 nM.

Selectividad.

Para demostrar la ausencia de respuesta a los tiempos
de retención de los aminoácidos de interés se inyectaron
cinco muestras blanco, comprobándose así que no existen
interferencias a los tiempos de retención de los anal itas
La figura 1(a) muestra un cromatograma típico de una
mezcla de aminoácidos (25 flM) Yun blanco [Fig. I(b)],
donde se puede observar la buena selectividad del méto
do Como puede observarse todos los aminoácidos de
interés son corTectamente separados bajo las condiciones
de análisis,

Precisión y Exactitud.

La precisión se expresó como la desviación estándar
relativa (%RS D) Yla exactitud como la recuperación
analítica. En ambos casos se hicieron estudios intradía,
que consistieron en la inyección de cinco réplicas, el
mismo día, de tres concentraciones de diferentes patro
nes. En el caso de los ensayos interdía se analizaron tam
bién tres concentraciones conocidas durante cinco dias
consecutivos. Las concentraciones utilizadas fueron
2,5 flM, 25 flM Y 100 ftM, las cuales se derivatizaron

como se describió anteriormente. En los ensayos intradfa
la precisión de las repuestas esta entre 0,9% y 2,6%,
mientras que la exactitud abarca desde 95,3% a 98%
Para los ensayos interdfa, la precisión se situó entre 4,5%
y 5,5% Yla exactitud entre 97,8% y 105,2% (Tabla 3)

Para la identificación de los diferentes anal itas se uti
lizó el tiempo de retención. Tal y como se muestra en la
Tabla 4, estos tiempos tanto en los ensayos intradía como
interdía tienen una desviación mínima (menor de 0,36%),
lo que permite una excelente e inequivoca identificación
de los diferentes aminoácidos

Estabilidad.

La determinación de la estabilidad de los patrones, de
la fase móvil y de la mezcla de derivatización se compro
bó previamente al estudio de la validación del método
Los patrones fueron analizados después de un largo perí
odo de congelación, comparándose los resultados obteni
dos con los análisis de patrones preparados en fresco; no
encontrándose variaciones significativas En el caso de la
fase móvil, preparada a partir del concentrado comercial,
el fabricante garantiza su estabilidad durante más de un
mes conservándola a 4°C Nunca se utilizó la fase móvil
reconstituida m.ís de una semana con lo que se garantiza
su estabilidad durante los análisis. Por otra parte, la mez
cla de derivatización es estable a temperatura ambiente
durante más de una semana (Cohen y Michaud, 1993;
Cohen, 2000), teniendo la precaución de cen ar correcta
mente los viales ya que debido al pequeño volumen de la
mezcla esta puede evaporarse.

CONCLUSIONES

El método descrito en este artículo utilizando derivati
zación precolumna con AQC ha demostrado ser una téc
nica rápida, selectiva, sensible y muy reproducible,
Gracias a la formación de compuestos derivatizados en
tan sólo un minuto y estables durante más de una semana,
pueden realizarse gran cantidad de análisis de un modo
automático, lo que supone una ventaja importante con
respecto a otros métodos descritos Gracias a la buena
reproducibilidad de los tiempos de retención, la identifi
cación de los distintos analitos es inequivoca y por ello no
hay que analizar patrones entre muestras para confirmar
el tiempo de retención de ningún analito, como afirma
Parent (200 1) acerca del Gaba derivatizado con OPA

Tal como describen Strydom y Cohen (1994), una
correcta derivatización precolumna depende de un pro
ceso de derivatización reproducible, de la estabilidad de
los compuestos derivatizados, de la posible interferencia
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Tabla 1. Gradiente optimizado para la separación de los diferentcs lIminmícidos

Tampón
Tiempo Acetato
(min) (%)

O 100

0,5 99

18.0 95

21.0 O

33.0 100

Acetonitrilo
(%)

O

5

60

O

Agua
(%)

O

O

O

40

O

Tabla 2. Recta de calibrado entre 2.5 y lOO [1M de los diferentes aminoücidos (Árca = B x Concentración +A)

Aminoácidos Ax 10' BxIO' EnOI'cstándm
(x 10')

Aspártico

GIUlámico

Glicina

-1,79

-2,26

4,83

2,29

3.04

2.83

1,43

1,73

1,48

0.9991

0.9993

0,9996

0.9982

0.9987

0.9993

de compuestos formados en el proceso de delivatización
y de la facilidad en la detección Con elmélodo descrilo
por nuestro laboratorio, se superan tales objetivos consi
guiendo determinar correctamente los aminoácidos Asp.
Glu y Gly en volúmenes muy pequeños (1 Oftl) proceden
tes de muestras biológicas recogidas mediante microdiá
lisis en cerebro de rata
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Determinación de aspártico. glutámico v glicina orocedentes
de muestras biológicas mediante RP-HPLC. utilizando como

derivatizante el carbamato de 6-aminoguinolil-N-hidroxisuccinimidilo

Tabla 3. Precisión y exactitud del método descrito

Intradia (n=5) Inteldia (n=5)

Aminoácidosl Precisión Exactitud Precisión Exactitud
Concentración teórica (~lM) RS D (%) (%) RSD.(%) (%)

Aspáltico 2,5 1,5 98 5,3 97,8

25 1,1 96,7 4,5 104,2

100 1,2 95,3 4,7 100,5

Glutámico 2,5 2,6 97 5,5 99,3

25 96,9 4,7 104,3

100 1,3 95,7 4,8 100,8

Glicina 2,5 1,9 96,6 5,5 102,3

25 0,9 97,4 4,9 105,2

100 1,1 96,6 5 102,3

Tabla 4. Tiempos de Retención y RS D. (%) de los aminoácidos durante los ensayos intradía e interdía

Intradia (n=5) Inteldía (n=5)

Aminoácidosl Tiempo de Tiempo de
Concentración retención Media RS.D retención RSD

teórica (j1M) (min.) (%) (min.) Media (%)

Aspártico 2,5 13,6 13,7

25 13,6 13,6 O 13,7 13,6 0,36

100 13,6 13,6

Glutámico 2,5 15,8 15,9

25 15,8 15,8 O 15,9 15,8 0,31

100 15,8 15,8

Glicina 2,5 17,4 17,4

25 17,4 17,4 O 17,4 17,4 O

100 17,4 17,4
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XI JORNADAS DE ANÁLISIS INSTRUMENTAL

Las 11'" JORNADAS DE ANÁLISIS INSTRUMEN
TAL tendrán lugar en Barceloua del 15 al 17 de
noviembre de 2005, en el Recinto de Fira de Barcelona
GRANVIA M-2 y en el marco de EXPOQUlMIA.

Organización

El programa cientifico de las II~' Jornadas está orga
nizado por la SOCIEDAD ESPAÑOLA DE QUÍMICA
ANALÍTICA (SEQA), en colaboración con las siguien
tes Sociedades y Grupos especializados:

Dra Milagros Gómez
Or José Luis F CLima
Dra Purificación López
Dra. Encarnación Lorenzo
Dr. Santiago Maspoch
Ora Cristina Nerin de la Puerta
Dr. luan CaIlos Otero
DI' Daría Prada
Dr Ángel Ríos
Dr Alfredo Sanz Medel
DI: Miguel Valcarcel

Recinto

Fira de Barcelona: Pilar Navarro

Comité Organizador (SEQA)• Sociedad Española de Cromatografia y Técnicas
Afines (SECYTf\j

• Sociedad de Espectroscopia Aplicada (SEA)
• Association of EnvironmentaI Sciences and

Techniques (AEST)
• Divisao de QuimicaAnalitica (Sociedade Portu

guesa de Química)
• Sociedad Española de Espectrometria de Masas

(SEEM)
• Comité de Espectroscopia (SEDO)
• Grupo de Electroquímica (RSEQ y SEQM
• Grupo de Especiación (SEQA)

Presidente:
Secretario:
Tesorero:
Vncales:

Or Juan Cacho
Dr. Vicente Ferreira
Dr Enrique Barrado
Or. Darlo Prada
Dra. Carmen Cámara
Dr. Alfredo Sanz
DnL Ml.I Teresa Galcerán

Las Jomadas constarán de Conferencias Plenarias,
Conferencias cortas (key-notes) y Comunicaciones
Orales y en forma de Póster

El fOI mato tiene como objetivo la transmisión del
conocimiento entre los participantes y proporcionar
una amplia exposición de lo último en equipamiento
analítico. El programa permite a los participantes visi
tar la exposición técnica en Expoquimia y a la vez
establecer relaciones profesionales con los fabrican
tes,

El conjunto de EXPOQUIMIA. EQUIPLAST y
EUROSURFAS constituye una de las expresiones quí
micas mf.ls importantes de Europa con la participación
de L ISO expositores directos sobre una superficie de
68.000 m' netos

El sector de Instrumentación Analítica está situado
en el pabellón num. 2 del recinto ferial con la partici
pación de 158 expositores directos ocupando una
superficie de 11.000 m' netos

Comité Científico

Presidente:
Secretario:
Vocales:

Or Juan Cacho
Dr. Vicente Ferreira
Dr. Enrique Barrado
Dra. Carmen Cámara
Or. VIctor Cerdá
Dr. Manuel Dabrio
Dr José Carlos Diez-Masa
Dra M' Teresa Galcerán
Dr Emilio Gelpi

Es una excelente ocasión par a discutir e intercam
biar información y experiencias que se repite única
mente cada tres años.

Metodologias y especialidades

Las Jornadas pretenden recoger las contribucio
nes al desarrollo de las Ciencias de Separación, el
Reconocimiento Atómico y Molecular y otras rela
cionadas con la moderna Quimica Analitica, así
como sus aplicaciones en las diversas especialida-



des de la ciencia y la tecnología. con especial énla
sis en:

• Medio Ambiente
• Alimentos
• Bioan;:ílisis y PlOteómica
• Nuevos DesarlOllos en Instrumentación

Analítica
• Nanotecnologfa y Miniaturización en An;:í1isis

Químico
• Materiales y Aplicaciones Industriales

Comunicaciones

El Comité Científico arbitraní su forma de presen
tación y los resLÍmenes, junto con el texto de los
ponentes invitados. se publicad en el L.ibl"O de
ResLÍmenes de las lAI

Los trabajos presentados en forma de póster esta
rán expuestos a lo lalgo de toda la duración de las
Jornadas El tamaño del área de exposición es: I
metro de alto pOI' I de ancho

El Comité Cientffico, en colaboración con las
Sociedades participantes y las casas comerciales,
otorgará premios a las mejores contribuciones en dis
tintos temas La forma y modo de presentar los traba
jos se indicarán en las actualizaciones de la web

Idioma de las JAI

Los idiomas onciales de las Jornadas son español
e inglés

Presentación y seleccián de comunicaciones

Cada participante inscrito tendrá derecho a pre
sentar una comunicación, que deberá enviar pOI
coneo eleetrónico, antes del 10 dejnlio de 2()()5, a:

comunicaciones@jai2005.com

de acuerdo con las siguientes instrucciones:
I El resumen debe enviarse como archivo adjunto
2 En el "texto" debe indicarse el Tema Científico

escogido

Temas

a Alimentos y Seguridad Alimentaria

b Bioanálisis y Proteómica
c Comribuciones Teóricas y Docencia en Química

Analítica
d Nuevos Desarrollos cn Instrumcntación Analítica.

Nanotccllologfa y Miniaturización en An:ílisis
Químico

e Materiales y Aplicaciones industriales
r Medio Ambiente
g. Especiación
h. Biosensores y Métodos de Cribado (screening)
¡Otros

3 En el "Asunto" se indicar ti "Comunicación a las
11"IAI"

4 Cada resumen debe enviarse en un archivo aparte

Se ruega a Jos participantes interesados en presen
tar comunicaciones, se atengan estrictamente al plazo
de presentación para facilitarel trab,~jo de selección y
confección del programa pOi parte del Comité
Cientínco

Instrucciones para el resumen

Cada resumen se presentará en un documento de
Word de una página A4 con fuente "Times New
Roman" (tamaño de fuente I1 para el texto y 12 en
negrita para el titular). con interlineado sencillo y
márgenes de .3 cm por los cuatro lados

Esquema a seguir:

• Tftulo en negrita (Times NelV ROI1l(/l1, tamaño
fuente 12)

• L.fnea en blanco
• Nombre y dirección, teléfono, fax y e-muil de los

autores (Times New R011I(1/1, tamaño fuente 11)
• Línea en blanco
• Texto que permita evaluar el interés cientffico y

técnico de la comunicación

Puede incluirse alguna figura bibliográfica, La
resolución de imágenes no debe exceder los 300 dpi
(Time.\ Ne\\' RO/1I01l, tamaño fuente 11)

Se recomienda a los participantes que presenten el
resumen en inglés

Publicación de las comunicaciones

Aquellos autores cuyas contribuciones hayan sido



Fechas clave

10/0712005: Fecha límite envío de Resúmenes para
Comunicaciones en forma de Póster
30/07/2005: Comunicación de trabajos aceptados
30/0912005: Fecha tope de inscripción
15/10/2005: Fecha límite pago de la cuota de partici
pación
14/11/2005: Inauguración de: EXPOQUIMIA
(www.expoquimia com), EQUIPLAST (wwwequi
plast.com), EUROSURFAS (wwweurosurfas.com)
15/1112005: Colocación de posters de las I1 as IAI
Inauguración de las 11 as lAI
17/11/2005: ClaUSUla de las Ilas IAI Entrega de pre
mios. Cóctel de despedida

Cuotas de Inscripción

17S€

4S0€

4S0€

OeI16/09/0S al 15/10/05

SSO€

ISO€

JJO€

1JO€

Ames del 16/09/05

47S€Cuota general

Socios de
Grupos Organizadores *
Expositores
de Expoquimia

Estudiaotes
(cuota reducida) **

aceptadas, pueden presentar un artículo con una exten
sión máxima de 8 páginasA4, para someter a las revis
tas especializadas Ana/ytica/ and Bioalla/)'fica/
C/ze11listr)', fOIll'na/ 01 C/zr011latograp/zy)' JOllnw/ 01
Mass Spectro11letl'Y, En todos los casos deberán supe
rar el proceso de revisión de la correspondiente revista
Debido a las limitaciones impuestas por la editorial,
los editores aplicarán un estricto proceso de selección
basado en su calidad y relevancia, Los artículos deben
presentarse en soporte papel y electrónico (diskette o
CD-ROM) en el mostrador de inscripción de las
Jornadas.

Becas

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

• El solicitante debe ptesentar una comunicación
• El solicitante deberá ser un joven científico y

miembro avalado por un miembro activo de las
Sociedades participantes

• El solicitante deberá presentar una carta de
soporte a la solicitud de la beca escrita por su
supervisOI y que acompañe al Resumen

La calidad y relevancia del trab~jo presentado en
el resumen son los principales criterios a serjuzgados

Las solicitudes deben enviarse por fax
(+34934514813) o bien por correo postal (ASECON
1IAI, Gran Vía 488 entlo. l' 08015 Barcelona).

Los miembros de la SECyTA deben ajustarse a las
condicionesy fonna desolicitud mencionadas, indicando
además su pertenencia a la SECyTA y el nombre del
investigadorsernor, miembro de laSECyTA, inscrito en
IasJAI que avala su solicitud.

*Para acogerse a la cuota de inscripción para socios de
Grupos Organizadores no será necesario acompañar
el justificante de pertenencia a la correspondiente
Sociedad o Grupo, sino que es suficiente indicar lo
claramente en el formulario de inscripción

** La cuota reducida está dirigida a estudiantes de ter
cer ciclo y jóvenes investigadores, Para poder aco
gerse a esta cuota deberán remitir porfax (93 451
48 13) o correo postal (Jlas JAI, Gran Vía 488,
Enllo l' 08015 Barcelona) un certificado expedi
do por el Director del centro o Departamento acre
ditando estar realizando estudios en el mismo

Programa
La cuota de inscripción incluye:

En la página web: www,jai2005.com se puede
consultar el programa de las .lAI y los ponentes invi
tados

Asamblea General de la SECyTA

En el marco de las lAI se celebrará la V Asamblea
General de la SECYTA (www.secyta.org).

• El acceso a las sesiones (conferencias, ponencias,
sesiones con presentación en forma de póster)

• Coftee break
• Dossier que incluye el libIO de Resúmenes,

Programa definitivo y listado de participantes
• Entrada gratuita a EXPOQUIMIA, EQUI

PLAST y EUROSURFAS.
• Cocktail
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de productos de sintesis y la determinación de la composición

elemental. El espectrómetro de masas Agilent lC/MSD TDf

hace mas sencilla la obtención de masas exactas mediante

un sistema continuo y automatizado de introducción de una

masa de referencia.

~.

Teléfono de contacto: 90111 6890
www.agilent.com/chem

0,.:.,.....
.'.:.'.

El amplio rango dinamico de los espectros asegura que se

aprecien los componentes de la muestra tanto de mayor

como de menor tamaño. y elimina la necesidad de diluir

y repetir el análisis.

Con 3 ppm de exactitud en la maSa. un poder de resolución

de 10.000 Y sensibilidad a nivel de bajos picogramos.

el Agilenl LC/MSO TDf cuenta con la exactitud. resolución

Vsensibilidad necesarias para hacer frente a prácticamente

cualquier desafio.

Para ganar confianza en todas Vcada una de sus identifica

ciones. póngase en contacto con Agilent inmediatamente.

Agilent Technologies
dreams made real
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Bionalytical Chcmistr-y
S.R. Mikkclseny E. Cortón
Willey Interscience, New Jersey, 2004
360 Páginas.

No hace falta insistir en que muchos de los avances cien
tificos están unidos a un avance en los métodos Los avances
espectaculares de la bioquímica en los últimos años no han
sido la excepción Quizá dentro de estos avances el que ha
tenido más resonancia (mediática) haya sido la secuenciacián
del genoma humano Detrás de él se encuenlra la electrofore~

sis capilar Esto no quiere decir que la secuenciacián del
genoma humano haya sido posible gracias sólo a los desarro
llos en eieClr'Oforesis capilar Es evidente que el proyecto
Gcooma Humano ha puestojuntos medios técnicos, huma
nos y económicos que van m<:ís allá de una sola técnica anaH
tica Pero como pone de manifiesto el reciente libro de Jame
Shreeve, The Genoma War, el desarrollo de las técnicas auto~

máticas de secuenciación del ADN por electroforesis capilar
han jugado un papel de catalizador: han adelantado en casi
diez años el disponer de una versión segura de la secuencia
del genoma del hamo sapiens

Con antecedentes como estos, un libro con el título
"Bioanalytical Chemistry" sólo puede ser bienvenido,
pues llena un hueco existente en la bibliograHa Sus auto
res exponen en la introducción que cuando tuvieron que
preparar en 1990 un curso de técnicas analHicas en bioquí
mica no encontraron un libro de texto que abordase todos
los aspectos de esta rama de la quimica analítica. En estos
casi quince años el arsenal de técnicas analiticas a disposi
ción del bioquímico no ha hecho más que aumentar La
información a tr ansmitir en un tr atado de bioquímica ana~

lítica es hoy en dia tan extenso para que éste tenga una
cierta utilidad, que "empaquetar" en poco más de 350
páginas, como lo hace el libro que nos ocupa, tal cúmulo
de información es una tarea casi imposible En este senti
do, el loable esfuerzo de los autores se ha plasmado en un
manual de cierta utilidad a los alumnos, y quizá para los
profesores, de últimos cursos de carrera. Es lo que preten
dian los autores y no se puede pedir más a la obra

El libro aborda, entre otros, aspectos de los métodos
espectroscópicos para determinación de contenido en
proteínas, ADN, carbohidratos y .1cidos grasos de mues
tras, métodos enzim<:Íticos de amílisis, uso de anticuerpos
en química analítica, biosensores, técnicas electroforéti
cas de análisis, métodos de ultracentri fugación analítica,
métodos cromatogr áncos aplicados a la separación de
biopolimeros, espetrometria de masas aplicada a proteí
nas y ácidos nucléicos, y validación de métodos bioanalí
ticos Cada capítulo lleva, además de la bibliografia, una

colección de problemas, resueltos en un apéndice final
Cada uno de los temas se borda de una m:.mera pedagó

gica La secuencia "fundamentos de la técnica, di ferentes
modalidades de ésta y sus aplicaciones" suele ser el esque
ma general utilizado para abordar cada tema En mi opi~

nión el desarrollo de algunos temas está ligeramente sesga~

do; así por ejemplo, los métodos enzimúlicos de análisis,
abordados en dos capitulas, vienen precedidos por un largo
capitulo sobre enzimas (naturaleza, cinética, activadores e
inhibidores), mientras que los métodos cromatográficos se
exponen en un solo capitulo en el que no aparecen modos
de separación tan populares en bioquimica como la croma~
tograba en fase inversa o la de hidrofobicidad En este sen
tido es especialmente llamativo el capitulo dedicado a la
espectrometria de masas en el que se da más extensión al
análisis de microorganismos por espectrometria de masa
que a la revisión de los métodos de ionización

No cabe duda que la bioquímica analítica es, incluso a
nivel de enseñanza, una disciplina a caballo entre la qUí~

mica analítica y la bioquímica, pero algunas técnicas des
critas en el capítulo 8 tales como las de DNA suffling,
expresión celular, fago display, fusión mRNA-péptido,
etc. caen ¡mis dentro de las técnicas de biología molecular
que de las analiticas En cualquier caso siempre puede ser
interesante encontrar las reunidas en un mismo capitulo

En conclusión, el libro puede ser de interés para un
curso de técnicas analíticas en las especialidades en quí
mica o bioquímica La colección de problemas resueltos
puede serde utilidad al alumno para autoevaluar el grado
de comprensión de los conceptos adquiridos

.l.e. Dícz-Masa
bnfillfl0 de Qllíillica Orgánica (es/C)

"The essence of Chl'omatogl'aph'y"
Colin F. Poole, EIscvicr (2003)
925pg

El titulo puede resultar equivoco, ya que a algunos les
puede parecer que lo esencial de la cromatografía reside en
los fundamentos, mientras que otros opinarán que ese títu
lo debe inc!uiruna recopilación de lo más imprescindible
El autor opina como los últimos, ya que el libro realiza un
amplio recorrido por las diversas modalidades cromatográ
ficas vigentes, es decir se trata de información m;:ís amplia
que profunda, lo que no representa ningún tipo de critica a
este enfoque, que suele ser muy conveniente para gran
número de lectores El libro representa una revisión y
actualización del conocido "Chromatography today" que
publicó el mismo autor en 1991



El pri mer capftuln trat,l sobre conc~ptosgenerales y
comunes a la mayoría de las t~cnil;as clomalOgrMicas
(migl ación. ret~nciólLensanchamiento de banda. 1esolu
ción y cuantilicacilin) Siguen dos capítulos dedicados a
la cromatogralía de gases (uno a la columna y otro a la
instrumentación) y pal alelamente otros dos .. dedicados a
HPLC En los dos siguientes s~ describen la capa fina y
la clomatografía de nuidos supercrfticos respectivamen
te Las diversas VCI tientes de la electl omigración en
capil,1l (clectrororesis. electrocromatograli'a. ~Iectloen
foque. isotacnl'eresis y otras) se agrupan en el capftulo
octavo El noveno se dedica a los detectores espectroscó
picos. conCretamente a cspectromett'fa de masas. espec
tI omctría infranoja con transfonllada de Fouriel. reso-

nalh.:ia magnética nuclear El siguicllte vcrsa sobre sepa
ración de estel eoisúmeros. especialmente enant iómcl os,
incluyendo aquí las sepalaciones COIl Cl istalcs Ifquidos
Elli Iti mo capftulo descl ibe la cromatografía preparativa

Cada uno de los capítulos incluye un gran número de
leferencias bibliogrúficas y hay un buen índice tcm;ítico
allina]

Tiene la coherencia de los libros escritos pO! un solo
aulO!. y la posible desventaja de que. a pesar de su cono
cida cxperiencia, no posee la misma experiencia en todos
los campos descritos

Isabel Martínez~Castro
!l1\/iluIO de QuillJica O¡gúllita tCSle)

"Respuestas modernas a preguntas nntiguas"

Un revic\V muy intercsantc ha sido publicado recicn
temente en l GGC Elll ope Vol 16, N" 6ljllne 1(04) El
allfculo est<Í disponible on~line cn la dirección:
\VW\V Jcgceurope com Los autores. J A Tdpp Y E M
Hedg~s del Research Laboltltory 1m Alchacology en
Oxford, presentan un Icsumcn actual. conciso y de f<Ícil
compr~nsión referente al uso de técnicas analíticas
modernas aplicadas a estudios an¡ueológicos Dejando
de lado los métodos cl ..ísicos para la datación de allcfac~

tos antiguos, como pueden sercl empleo del c,llbono~ 14
Ll otros isótopos radioactivos. el artículo se centra en el
ani.Ílisis de compuestos orgi.Ínicos aislados Esta aproxi
mación presenta la ventaja de proporcionar resultados
mucho mús exactos al eliminar posibles interferencias
Ademi.Ís, suministra información adicional sobre la
muestla, ya que separa una scilal isotópica en sus partes
constituyentes Previo a su aplicación, se requiere genc~

1almente algtin tipo de separación cromatogrílfica como
pueden ser la clOmatografía de gases (OC) o de líquidos
(Le) Los analitos de interés son b<Ísicamente ,ícidos gra
sos, pmteínas, amino<Ícidos e hidratos de carbono, La
espectromellia de masas de aceleración (AMS) y la
especttometda de masas de relación isotópica (IRMS)
son las técnicas de detección revisadas con mds detalle
Los datos obtenidos desde la geología. la fauna, la bot<Íni
ca etc permiten ayudar a reconstruir el medio ambiente
de tiempos pasados y determinal incluso cui.Íles eran los
h<Íbitos alimenticios de nuestros antepasados. incluyendo
la preparación de la comida

PaTa ilustrar la importancia que tiene la aplicación de
estas técnicas analíticas modernas, se puede hacer refe-

rencia a un rumor que apareció hace unos meses en la
prensa no especializada lefelente a un coleccionista de
.Ielllsalén que afirmaba estar en posesión de una caja
funerar ia de tiza. el llamado "osario de James", allibuido
al hermano de .Iestis En un intento de confirmar su auten
ticidad. se aplicó IRMS a la pdtina de las letras de la ins
clipción del relicario (A Avalo// er al ./ Au:/¡at!o! Sci ,
) l. 1\ \'l/e 8, Augll \1 2004, 1185-1189) El estudio conclu
yó que la composición isotópica del oxígeno de la pdlina
de las Ictras no coincidfa con todas las medidas efectua
das en p<Ítinas naturales y. por lo tanto. que no podi'a
habcrse IOrmado en las condiciones naturales que han
existido en las montañas de Judea durante los últimos
3000 años En otras palabras. como poco la inscripción
cstú falsificada y no sería muy recomendable comprare!
objeto

Míls atlÜs en el tiempo nos lleva un estudio que inves
tiga residuos encontlados en restos de jarras y fragmentos
de loza de tumbas de Egipto (R M, GI/(/,\ch-}olJé, Al/al
Chcm 76.2004.1672-1677,) En este caso. se buscaron
mal cadorcs para vino. como por ejemplo úcido tart<Írico.
mediante LC con cspectrornetría de masas en tandem
(LC-MS/MS) Valiéndose de esta técnica, fue posible la
identificación en una jarra de la tumba de Tutanchamon
de un antociana. el malvidin-3-glucosido. responsable
del color del vino tilllojoven Con lo cual ya no cabe duda
de que el vino que se usaba con lines ceremoniales y para
el consumo ele las clases altas de la sociedad en el antiguo
Egipto era vino tinto

Christian Dietz
Ulliversidad Compllf1eme de Madrid.

Fae de Ce. Quími({l,\, DplO Q A//alfrka
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Agilent Technologies
Innovating the HP Way

AGILENTTECHNOLOGIES PRESENTA LA PRI
MERA FUENTE DE IONES MULTIMODO SIMUL
T ÁNEO PARA ESPECTROMETRÍA DE MASAS

Se espera que esta tecnología aumente la rapidez,
exactitud y productividad de la monitorización de alto
rendimiento en el descubrimiento de fármacos y en
otras aplicaciones de investigación

PALO ALTO, Calilornia, 28 de lebleto de 200S
Agilent Technologies lne (NYSE: A) presentó hoy la
llueva fuente Agilenl, la primera fuente de iones lTIultimo
do simultáneo para especlrometría de masas Se espeJa
que esta tecnología mejore de forma considerable la velo
cidad, exactitud y productividad de la monitorización de
alto rendimiento en el descubrimiento de fármacos y en
otras aplicaciones de investigaci6n

La monitorización de alto rendimiento se utiliza para
analizar un alto número de compuestos químicos con
rapidez y alta sensibilidad, Para que sean analizables
mediante espectlometría de masas, antes es preciso con~

vertir todos los compuestos en iones Puesto que no todas
las moléculas responden al mismo modo de ionización.
se han desarrollado múlliples fuentes de ionización para
facilitar la monitorización de alto rendimiento La fuente
Agilent multimodo es la primera y Línica tecnología capaz
de trabajar con iooizacióo por electrosl" ay (ESI) e ioni
zación química a presión atmosférica (APCl), los dos
modos de ionización más ampliamente utilizados, de
forma simultánea

HA menudo, las empresas farmacéuticas sintetizan y
monitOl'izan enormes librerías de compuestos con el fin
de identificar moléculas con las propiedades deseadas",
explicó Taia Ergoeta, directO! a geoe,"1 de la división de
plataforma LC/MS de Agilent "Hasta ahora, los investi
gadOl'cs tenían que hacer pasar toda la serie de compues
tos por ambas fuentes de iones en experimentos sucesivos
para asegurarse de cubrir todos los compuestos Al elimi
nar la necesidad de cambiar de fuente y reanalizar las
muestras, la fuente multimodo de Agilent puede mejorar
considerablemente la velocidad, eficiencia y productivi
dad del descubrimiento de lármacos y de otros tipos de
investigación, como an;:íIisis de péptidos, forenses o
medioambientales cuantitativos."

La fuente Agi1cnt multimodo opela a las velocidades
de flujo típicas en cromatogl;üú1lÍquida de alta eficacia
(HPLC). hasta 2 m!lmin en todos los modos. lo que resul
ta clUcial para la monitorización de alto rendimiento La
capacidad pala trabajal a las velocidades normales en
HPLC en dos modos simultáneamcntc y sin pérdida dc
sensibilidad en compmación con las fuentes independien~

tes. representa una mejora considerable respecto a los
dispositivos anteriores. Si bien la fuente multimodo PI'O
porciona una alta sensibilidad en todos los modos. ofrece
también la flexibilidad de tlabajarcn modo ESI oAPCI
de forma independiente

Agilent ha desarrollado esta nueva tecnología paten
tada para superar las limitaciones de las fuentes multimo
do existentes que. al basmse en un diseño bien de división
del flujo o de alternancia del voltaje, impiden la ioniza
ción simultánea y reducen el muestreo en un pico clOma
tográfico La fuenteAgilent multimodo tiene un novedo
so disefio en el que el líquido entra a la fuente a través de
un linico nebulizador. se convierte en un aerosol con
caiga en una cámara ESI, sufre el secado en un contene
dor térmico y pasa seguidamente a una cámara APCI A
continuación, los iones ESI y APel se unen para entra!
juntos al espectrómetlO de masas. Al funcionar a elevadas
velocidades de lIujo y alta sensibilidad sin alternaocia del
modo, este disefio permite a los investigadores adquirir
más datos de cada pico cromatográfico

La fuente Agilent moltimodo (G 1978A) sel á compa
tible inicialmente con los detectores selectivos de masa
ele cuadlUpolo de Agilent (G 1946B/C/D YG 19S6A/B)
Se espera introducir en meses próximos la compatibili
dad con el espectrómetro de masas Agilent de tiempo de
vuelo. Se requiel e el software Agi lent ChemStatioo BOl
de 32 bits para el contlOl instrumental, la adquisición de
datos y la gestión de datos. Existe más información dis
ponible acerca de la fuente multimodo en la dirección
wwwagilentcom/chem/multimode

AGILENTTECHNOLOGIES PRESENTA EL PRI
MER SISTEMA HPLC-CHIP/MS DE LA INDUS
TRIA PARA PROTEÓMICA

Se espera que esta revolucionaria tecnología aumente
la velocidad, seneillez y productividad de la investiga
ción proteómica

PALO ALTO, Calilomia, 23 de febrero de 200S
Agilent Technologies Inc. (NYSE: A) presentó hoy el pI i
mer sistema ele cromatografía de líquidos ele alta encacia
(HPlC) -chip/espectrometrla de masas (MS) pal a ideoti-



ficación de pl'Oteinas Se espera que esta revolucionaria
tecnología LC/MS basada en microfluidos aumente de
forma significativa la velocidad, sencillez y productivi
dad de la investigación proteómica

Muchos investigadores biomédicos emplean ya la
proteómica, el análisis sistemático de la expresión,
estructura y función de las proteinas, para estudiar las
causas subyacentes a enfermedades como el cáncer Las
técnicas tradicionales empleadas en la preparación de las
muestras proteicas para análisis MS, tales como la Le de
nanoflujo, requieren complejos mont~jes instrumentales
para mejor ar el poder de separación y consumen cantida
des relativamente elevadas de muestra. El nuevo e inno
vador sistema de Agilent simplifica la LC/MS, eleva al
poder de separación y la sensibilidad. y reduce el tamaño
de muestra reqllel'ido mediante la integración de múlti
ples funcionalidades en un (mico chip basado en micI'O
I1uidos.

"El compacto tamaño del sistema de LC/MS micI'O
flllidica de Agilent, combinado con su sensibilidad,
modularidad y sencillez de operación, aporta ventf~jas

significativas en el análisis de complejos digestos pl'Otei
cos y representa una tecnología puntera en los programas
de descubl'illliento pl'Oteólllico", dedarú el prufe::;ur
Pierre Thibault del Instituto de Investigación sobre
Inmunología y Cáncer de la Universidad de Montreal

El chip HPLC-Chip para identificación de proteínas

El chip J-1PLC-Chip para identificación de proteínas
de Agilent (G4240A) proporciona una mayor cobertura
de péptidos y una superior identilicación de proteinas en
comparación con la LC/MS de nanofllljo Más pequeño
que una tarjeta de crédito, el exclusivo J-1PLC-Chip para
identificación de proteínas integra de forma transparente
las capacidades de enriquecimiento y separación de la
muestra de un sistema LC de nanoflujo con las intrinca
das conexiones y puntas de spray utilizadas en la espec
trometría de masas con electrospray La tecnología elimi
na el50LYo de las conexiones habitualmente necesarias en
un sistema LC/MS, reduciendo drásticamente la posibili
dad de fugas y volúmenes muertos, simplificando de
forma significativa el flujo de trabajo, y mejorando la
sensibilidad y fiabilidad durante el análisis

Para permitir la gestión experimental y del cumpli
miento, el J-1PLC-Chip ineorpora una etiqueta de radio
frecuencia que contiene información como el identifica
dor y el tipo de chip, datos de documentación. diagnósti
cos y operativos, y memoria adicional para comentarios
del usuario La etiqueta RF se lee cada vez que se inserta

el chip en la interfase HPLC-Cllip Cube, actualizándose
la infonnación en la etiqueta antes de la extracción del
chip El HPLC-Chip para identilicación de proteinas
incorpora una columna de 43 mm _ 75 um empaquetada
con material de fase ,eversa 20r bax Stable Bond 300A C
ISde5um

La interfase J-1I'LC-Chip Cuhe

El segundo componente def sistema HPLC-Chip/MS
es fa inter!'ase HPLC-Chip/MS Cube, que va montada en
la solución proteómica de nanoflujo con espectrómetro
de lllasas con XCT + trampa de iones de Agilent Además
de posicionar la punta de spray ortogonal con respecto a
la entrada del MS para conseguir la rmíxima sensibilidad
y robustez, la interfase J-1PLC-Chip Cube para MS carga
y sella el chip de forma automática, estableciendo cone
xiones fluídicas a alta presión sin fugas

La sustitución del HPLC-Chip es una operación sen
cilla que se completa en cuestión de segundos, a diferen
cia de los tiempos mucho más largos necesarios para
cambiar columnas de LC La inter!'ase J-1PLC-Chip Cube
está aetualmente disponible eomo módulo estándar den
tro del sistema LC Agilent Serie l 100 para MS

"El HPLC-Chip ayuda a satis!'acer las siempre cre
cientes demandas de productividad de nuestros clientes",
declaró Georges Gauthier, gerente de productos de tec
nología HPLC-Chip de AgifenL "El primer J-1PLC-Chip
disponible es para aplicaciones proteómicas, pero la tec
nología tiene usos potenciales en una amplia gama de
aplicaciones adicionales en las que se emplea LC/MS,
entre las que cabe citar desarrollo y fabricación farma
céutica, qufmica combinatoria, análisis de compuestos,
seguridad alimentaria, control medioambiental y seguri
dad nacional"

Acerca de Agitent Technologies

Agitent Technologies Inc (NYSE: A) es IIder mun
dial en tecnologías de comunicaciones, electrónica, bio
ciencia y análisis qui'mico. 28,000 empleados atienden a
sus clientes en mr:ís de 110 países Durante el ~jercicio ti s
cal de 2004, la facturación neta de Agilent ascendió a
7200 millones de dólares, Para más información acerca
de Agilent, visite la web en la dirección wwwagilentcom

Puede disponerse de más noticias ejecutivas, de ciu
dadanía corporativa y de tecnologi'a en el sitio de noticias
de Agilent en wwwagilentcom/go/news
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PRECISIÓN DE MASA Y '1'11"": DOS DIMENSIO
NES PARA LA DETERMINACiÓN DE LA COM
POSICiÓN ELEMENTAL

Bl uker Da!tonics ¡nesen!a \//\ npeurúlllel I'OS de !//(/\{{\

ES/MTOr de wbre1llew miuOTOFl:\I \' micmOrOF
j(JCII\/,II, IIIWS hCn(/1I1iellUn (,OH exceleme\ PIl'\'lociol/(."\

¡}{In/ medie/lB de J}[{/\(l exacta \' que adicionalmente
derec tOIl el perfil isou)pico I'erdadero (TlP) de 10\ COlll

¡Wn!rH (///{¡/i::,ac/os debido a Ht alta capacidad de rew!u
eh}1/. E\fo (o/1/billac;'J/I lÍllica reduce d/'(ístiulJJlellfe el
llIfll1em de ¡JcHible\ u/IIdie/lIlos en los (!\lltdhH de deter
minación de /r)rl1lll!a molecular y la cOlllpoúción elemen
tal de COl//[)ff('\(() \ um !}('\oS f1lolcut!ares PO! encima de
500 Da puede ser idefltUluu/a ineqlfi'l'ocmlleme

Figura 1" Detenninación de la composición elemental

Tal y como se muestra en un estudio lepresentativo
realizado conjuntamente con Glaxo-SmithKlinc, el valOl
de Sigma-FITl'.\! es un critelÍo decisivo a la hora de clegiI
conectamcnte entlc las posibles fórmulas propuestas
(Figura 1), En el cjemplo prescntado se encontlaron miÍs
de 400 forlllulas posibles a menos de 5 ppm de erlOr de
masa La elección de la fÓlmula con masa más cercana a
los resultados obtenidos conduce a una composición ele
mcntal incorrecta, mientras que la elección basada en la
correlación dc los perfiles isotópicos (Sigma-FITnl) con
Ilcva la clección de la !ülIllula Illolecular correcta

La espectromelda de masas es una técnica amplia
mente utilizada para la determinación de la composición
elemental de compuestos en campos como el desal'lollo
de nuevos fármacos, la metabolómica y en aplicaciones
químicas La última generación de espectrómctros de
masas ES1-TOF proporciona una exactitud de masa
mejor de 5 ppm, 10 que es adecuado para una asignación
inequívoca de fórmula molecular para moléculas hasta
300 Da Si se tienen que analizar moléculas de más de
500 Da de masa, normalmente son múltiples las posibles
fórmulas que coinciden con el peso molecular medido en
condiciones de masa exacta, incluso algunas veces no
basta con los conocimientos químicos para asignar una
sola fórmula

La opcílÍn FoeusTM para MierOTOFTM.

En su configuración básica el sistema MiclOTOFL
\\

consigue una lesolución ele masa de I() ,000 La novedosa
tecnología Focus inclementa la resolución espectrométrí
ca del MierOTOF" a 15000 sobre todo el rango del
espectlo (Figma.3)

En lugar de estar equipado con clllamado rcflectoren
W. que típicamente pierde más del 70% de los iones a
mcdir, la tecnología FOCUSH1 utiliza mtiltiples avances en
la óptica y detección de iones en el tiempo de vuelo opti
mizados pala el uso de un reflector en V. Como resultaelo.
se obtiene Ulla transmisión sin sulrir pérdidas de iones

Los espectrómetros de masas micrOTOFI'.\1 se han
desarrollado para realizar medidas de masa exacta de
compuestos desconocidos Adicionalmente a una exacti
tud de masa mejor de 3 ó 5 ppm (con calibración interna y
externa respectivamente). proporcionan una ventaja
tinica como es la medida del "True lsotopic Pattern"
(Tlpnl) que miele la correlación entre los perfiles isotópi
cos medidos y teóricos siendo ésta representada como un
valor de Sigma-FITl'M Esta combinación tinica resulta en
una reducción significativa del numero de formulas
potenciales (Figura 1)

Regulalori Complianee.

Para aquellos usuarios que lo necesiten. los equipos
MiclOTOFHl ofrecen un entorno de software para cum
plir con la par te I I de la normativa 21 CFR Bruker
Daltonics también ohece servicios opcionales de lQ, OQ
Y PV a aquellos usuarios regulados por la normativa
FDA

Contacte con Brukel' Biosciences Española para obte
nel más información: www.brukeres
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Figura 2. Sobre 400 posibles fórmulas a menos de 5 ppm de error de masa listadas según la masa y Sigma-FIT más cerca
nos. La asignación de fórmula correcta coincide con la la mejor correlación entre perfiles isotópicos

I''''''',.r--------::."~,=,...=.••=,,".,,=..",.,c,_=..=.,=._=,,=,.=.=",=.=,,,::1,,
mlcroTOF
R-10,OOO

1'''".,r-------c.c"'""~"C"'~".c.c,,,c,,c,_=.=.,c.."~,=_= ..=.=."=..::1,,
mlcroTOF focus
R-20,OOOl

Figura 3. Espectro de masas de la proteina Citoclomo C en ESI·TOF Incluso en la configuración básica el miclOTOF
proporciona una excelente resolución. Sin embargo, la nueva tecnología Focus proporciona claros beneficios en
el análisis estructural de moléculas grandes (>10_000 Da.), como proteínas intactas
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ANALIZADOR POR INFRARROJO CERCANO
SPECTRA STAR 2400

Gomensoro Instrumentación Científica. tiene el
honor de anunciarles la distribución en exclusiva para
España de los productos fabricados por Unity Scientific,
en especial el analizador Speetra Star 240() y sus dife
rentes versiones

El Spectr3 Star, analizador automático incorpora
tecnología NIRS de nueva generación y se utiliza para el
control de materias primas y f6rmulas terminadas a nivel
de producción y laboratorio con un coste atractivo

Puede obtener la gran mayoría de los componentes en
muestras lUtinarias, sobre una gran variedad de produc
105, en pocos segundos

Los resultados están contrastados frente a los métodos habi
turnes de análisis empleados en el laboratorio químico

El amplio abanico de aplicaciones permite una rápida ins
talación y resultados inmediatos, estando al alcance de
cualquier empresa que requiera controles rápidos y fia
bles

Si en el pasado se ha equipado con sistemas de filtlO.
tipo InhaAnalyzer o sistemas con monocrDmador y desea

rcnovar algtin inSllllJ11entn. conscrvando o lransliliendo
el I'CSU llado de las cal ibl aciones obtenidas. con cI sistema
Spectra Star 2400 tiene la solución

Un equipo de expertos en el manejo de las aplicacio
nes le propOIcionara el apoyo necesario, garantizando la
continuidad y precisión de los ajustes previos. facilitando
la utilización y aplicando los contlOles de calidad eswble
cidos por una gran mayoría de USUal ios

El SpectlaStm 2400 posee una excelente exactitud.
precisión y estabilidad inmejorables

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

Sin mantenimiento y muy fácil de usar. utiliza el siste
ma Windows C01110 programa base con pantalla interacti
va de gI an tamaíio.

La Unidad Óptica estn optimizada combinando la
máxima energía de la lámpara con la vida media mas
Ialga posible (10 oon horas)

Cuantifica componentes como: Grasa, proteína.
humedad. fibra, cenizas. carbohidratos, energía. ADF,
NDF YOtlOS muchos componentes llItinarios

SOBRE LA TECNOLOGÍA NIR

Diseíiada como una técnica para la predicción de la
composición química aplicada a una gran variedad de
muestras desconocidas. el infrarrojo cercano NIR miliza
reflectancia difusa en un rango del espectro entre 1200 y
2400 nm donde realiza las determinaciones

Cuando el haz de luz incide sobre la muestra, palle de
esta energía es absorbida y el resto reflejada El porcenta
,je de luz absorbida varia con la longitud de onda y la
estructma química de la muestra La porción de energía
que interacciona con la muestra puede Ser determinada
por comparación con la intensidad del haz original y la
energía de la porción reflejada

Una serie de muestras Standard son escaneadas con el
propósito de obtener la correlación entre los diferentes
niveles de constituyentes y la absorción de la radiación a
una o mas longitudes de onda. Usando un algoritmo de
transformación y otros estadísticos proporcionan la
ecuación para cuantificar los diferentes constituyentes en
muestras desconocidas



ESPECIFICACIONES

Tecnología
Incluye sistema monocromador soportado con varios
anchos de banda ( 10 nm tipico).
Fuente de IR, Lámpara halogena de Tungsteno con
una vida media de 10 000 h
Red hologralica NIR para uso desde 1200 a 2400 nm
Detector: InGnAs con temperatura estabilizada
Tiempo de barrido: Menor que O 8 seg Ipor barrido
Tiempo de análisis: De lOa 60 segundos.
Intervalo entre punto-dato: loro
Rango Fotométrico: 3 O 1200-2400 nm
Ruido I'otometrico: 20 micro AU a 1640 nm
Haz de barrido: 225 mm'.

Interfases de usuario
Sistema operativo: Windows 2000
Pantalla: 10"VGA con pantalla táctil
Software: Programa InfoStar para presentacción y
predicción de resultados
Teclado y ratón opcional

Conliguraciones de mueslreo
2400 O Cápsula Giratoria
2400 W Ventana superior

Dimensiones
2400 O ( 336 mm x 343 mm x 406 mm).
Peso: 15.9kilos
2400 W (330 mm x368 mm x381 mm)
Peso: 136 Kilos
Alimentación: Voltaje: 100-240 50-60 Hz
Consumo: 75 VA

Muestreo
La versión 2400 O SpectraStar puede ser equipada
para utilizar vados tipos de cápsula para muestra exis
tentes en el mercado El modelo 2400 W puede usar
cápsulas, bolsas de plástico, botellas, viales y placas
de Petri

VERSIONES Y COMPOSICIÓN

SpeetraStar 2400D

MonoclOmador de reflectancia( 1200-2400 nm) con
sistema de lectura de muestra giratorio, incorpora compu
tador y pantalla táctil y programa para predicción de
resultados.

Composición del suministro:

Analizador SpectraStar 2400 O, cápsulas de muestra
(2), programa InfoStar para análisis de rutina

Referencias:

US-2400-00 I
US-2400-BL I

SpeelraStar 2400W

Monocromador de reflectancia ventana superior de
lectura, computador y pantalla táctil
Incorporada, programa para predicción de resultados

Composición del suministro:

Analizador SpectraStar 2400 O, cápsulas de muestra
(2), programa InfoStar para análisis de rutina.

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

Si esta interesado en ampliar la información rogamos
contacte con:

GOMENSORO, S,A,
CI Aguacate, 15
28044 MADRID

TU: 91 508 65 86
Fax: 915086511

www.gomensoro.net
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DETERMINACIÓN DE PESTICIDAS ORGANO
CLORADOS A NIVEL DE TRAZAS EN MUES
TRAS AMIlIENTALES USANDO GC-MS CON
IONIZACIÓN QUÍMICA NEGATIVA

KONIK-TECH ha presentado cnla liltima edición de la
PITTCON 2005 una sesión oral de titulo "Tmce Level
Dctennination 01 Organochlol'inc Pesticides in
Environmental Samples USillg Gas ChlOmalogmphy
Negative Chemical Ionizmion Mas.'> Spectlomelry" utili
zando su nuevo espectrómctro de masas clJadmpolal
KONIK MS Q12, platalorma innovadola que permite 3
enlladas diferentes y 12 modos de ionización: HRGC (El
ICI I ±), HPL C (ESI I APCI I ±) y DlP (El ICI I ±). El eon
cepto revolucionario de este sistema permite cambiar de
OC/MS a HPLC/MS de IOlma sencilla en menos de 15
minutos,

En este trabajo, el instrumento KONIK MS Q12, aeopla
do al clOmatógmlo de gases HROC 4000 B Yal auto
muestreador multimodal ROBOKROM, ha permitido
una rápida optimización del método GC-MS en impacto
elecllánico (EI+) e ionización quí'Jl1ica negativa (Neo
para el amílisis de pesticidas organoclorudos, así como el
análisis automatizado por microextracción en fase sólida
(SPmE) de estos pesticidas en agua de bebida Los resul~

tados se han comparado con la técnica clásica de GCECD
para el análisis ele estos pesticidas Las condiciones ins
trumentales y experimentales se indican en la tabla 1

En la Tabla 2 (página 2) se da a modo comparativo
algunos parámetros de calidad del método SPmE-GC
MS en modo El(+) y NCI y SPmE-OC-ECO para el aná
lisis de agua de bebida

La técnica SPmE combinada con OC-EI-MS, OC
NCI-MS y OC-ECO permite el análisis de pesticidas en
agua de bebida a niveles incluso inferiores a O. l ppb,
límite legislado pO! la Comunidad Europea para la mayo
rla de ellos

Estos métodos permiten la identil1cación de los com
puestos a nivel de sub-ppb (Figura 1). especialmente en
GC-NCI-MS que permite eliminar algunas interferencias
que aparecen en el SIM en EI(+) y en OC-ECO, por lo
tanto, este método puede resultar especialmente adecua-

do en el caso de llluestras de matriz compleja. Adem<.Ís. en
GC-NCI-MS. pueden mejorar los LODs optimizando el
método SPmE o segmentando el cromatograma en el
SrM para obtener mayor seiial

Infólmación adicional en
w\Vw konik-gmupcom
y applications lab@konik-glOupcom

KONIK-TECH
Barcelona +34 93 590 28 40
Madrid +34 91 3282526



Tabla l. Condiciones clOmatográti cas, de SPmE y de MS

0(·/,\5 [11511.1) GC-MS ~¡Cll'ill.ll G('[CD

!.ODIIlIlI) LOOIIlIlI) ¡¡r<'O;',<\nRID' lOD(Piltl l'ro<l¡ió"HSlf

Tabla 2. Comparación de los parámetros de calidad en la
determinación de agua de bebida pOI SPmE

,

3
2' 4

6

14

8 + IntarferencJa

9 13

1"

1112,' 14

16 18 20

GC-ECD
600 PP'

'17
I EI-SIM

600 ppt

[nin 1

Figura 1. Cromatograma de una muestra de agua de bebida adicionada a nivel de
ppt obtenidos pOl SPmE pOI GC-ECD, GC-EI-MS y GC-NCI-MS en
modoSIM
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RADLEYS
DISCOVERY
TECHNOLOGIES

Scharlab presenta las columnas originales ProntoSIL
Se tlala de una sílica esférica ultrapura. Estrictos contro
les de fabricación garantizan una gran constancia en: dis
tribución de partícula y de poro, tamaño y volumen de
poro y área superficial Es un material extremadamente
reproducible, fiable y con allos rendimientos

LARA''', NUEVO ESTÁNDAR EN LA AUTOMATI
ZACIÓN DE PROCESOS

Radleys (Sallron Walden. UK) ha presentado recien
temente Lara"'. un reaclor controlado (Control1ed
Laboratory ReactOl-CLR) que supone un nuevo estándar
en la automatización de procesos por su gran flexibilidad
y facilidad de manejo

Con muchos años de experiencia desarrollando y
suministlUndo reactOles de vidrio para los laboratorios de
procesos de mayor renombre en todo el mundo. RadJeys
ha diseñado ahora un innovativo sistema modular que
ofrece prestaciones asociadas normalmente a equipos de
mayor coste. A diferencia de Jos sistemas manuales con
vencionales, Lara'" proporciona una solución completa e
integrada, con hardwme y soltware específicamente dise
ñados para darle las mejores ventajas
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La gama de fases ProntoSIL es muy amplia Mús de

10 lipos diferentes de C 18. cada uno disponible en dife
rentes tamaños de par'lfculu y dimensiones, hacen de esta
Hnen la solución ideal para el cromatografista, Además se
incluyen otras fases en fase reversa, fases normales, de
intercambio iónico, fases para aplicaciones específicas en
análisis mediambiental, etc

Destacamos las columnas que están en oferta de lan
zamiento: las ProntoSIL Hypersorb OOS Se trata de la
alternativa mús parecida a Hypersil OOS Presenta una
actividad silanol'ílica algo menor que Hypersil OOS por
ser su sílica algo menos ácida La polaridad es compara
ble El fabricante asegma la misma selectividad pero con
mejm' simetría de pico

Para más información, obtener'aplicaciones o beneficimse
de la oferta de lanzamiento de estas columnas contacte con
nuesuoSERVICIO OECONSULTA CROMATOGRÁFICA:
cromalo@schmlab-coml1a1902170692
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El sistema Lara'" estándar comprende un juego de
reactores de vidrio encamisados muy fácilmente inter
cambiables (500ml, 1 litro 5 litros), agitación integral,
fijación segura con un sistema de control vía pe intuitivo
y muy fácil de lIsar Su diseño compacto minimiza el
espacio necesario y permite colocarlo en una vitrina
extractora estándar, Ofrece conexión directa a 3 sensores
y la posibilidad de controlar un número ilimitado de apa
ratos vía conexión RS232, o bien, input/output analógi
cos Lara'" ha sido diseñado para trabajar en un rango de
temperatura de -70 a + 200 oC y puedc ser usado con
atmósfera inerte o vacio

El sistema tiene una serie de características extremada
mente prácticas y simples que hacen que el día a día del
equipo sea muy fácil y productivo Cada detalle, desde el
nueva pinza que se acciona con una sola mano y que sos
tiene el reactor de vidrio, hasta el sistema de agitación
extremadamente fácil de colocar, han sido diseñados bus
cando la máxima simplicidad y facilidad de manejo Una
serie de módulos de expansión estarán disponibles para
Lara para desarrollar sus capacidades y funcionalidad a
medida que las necesidades experimetales cambien
Dichos módulos incluirán adición autatizada de reactivo,
calorimetría, cristalización, extracción líquido/líquido,
fraccionamiento y muestreo automático

\Y¡(harlabe -- THE LAIl SOUflClNG GflOUP

SISTEMA DE PURIFICACIÓN DE DISOLVENTES
PURESOLV'"

El sistema PURESOLV'" elimina el agua y el oxigeno
de los disolventes utilizando columnas de baja presión
Esta nueva tecnología es tina alternativa segura y efectiva
frente a los métodos de destilación tradicionales, que
conllevan un riesgo importante de incendio. En este caso,
la purificación se hace en frío, y no se utilizan metales
alcalinos ni hidruros,

El sistema SPS es flexible y permite albergar colum
nas para la purificación simultánea de 2 a 7 disolventes
distintos Los más habituales son Éteres, THF, Hexanos,
Diclorometano, Tolueno, Acetonitrilo, DMF y Metanol,
pero no dude en consultarnos si desea purificar algún otro
producto

Para más información contacte con:
Scharlab, S L
Tel: +34902170692
Fax: +34 937152765
E~mail: cromato@schariab-com
Web: www.scharlab com



VERTEX

rador de eluyente en línea y termostatización de colum~

nas. con los siguientes accesorios:

Al Columnas Aniones:
Teehnics S,L.

• Chrnmeleon TM (VelSión 6 60- SPI a)

BI Sistema de Adquisici6n de Datos:

I
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I
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Concentración de los patrones y coeficiente de corre
lación

Los patrones se prepararon sobre un agua mineml
comercial, para que hubiera una cierta presencia de iones

Es decir en nuestro report nnal podemos presentar los
datos cromatográficos en dos impresiones diferenciadas.
para la conecta visualización de los picos Imís pequeños,
pero la toma de datos se realizó una sola vez

La lecta de calihrado del blOll1ato se ha obtenido a
partir de seis patrones de distinta concentración, habién
dose encontrado el siguiente coeficiente de correlación:

• Columna trampa: CR~ATC

• Columna protectora: lonPac AG 19
• Columna separadora: IonPac AS 19
• Columna supresora: ASRS Ultra 11

La supresoraASRS Ultra JI consigue una muy buena
estabilidad de línea base incluso trabajando en el modo
de ¡ecirculación En este tipo de análisis, de concentra
ciones a nivel de ppb, la relación señal/ruido debe optimi
Za! se. Si es necesaria una estabi lidad mayor puede poner
se a funcionaren el modo de agua externa

AUlOc~ll AUloc~12 AUlocal.3 AUlnca14 AIlloca15 AUloca16 r

IlrO..- Ippb 2ppb 5ppb IIIppb 25 ppb ;Oppb 99,99

Hay que aclarm que debido a la gran potencia del
Solhvalc Chrnmelcon. asociado al ICS2000. en lIna
misma inyección pueden cuantificarse perfectamente
tanto los componentes mayoritarios como los minorita
rios

de la Cromatografia

La tecnología RFIC permite general eluyentes de alta
pureza en línea, aJiadiendo sólo agua. Generando los elu
yenles de esta manela se eliminan las posibles fuentes de
contaminación, En este caso el KOH formado, al no estar
expuesto al CO~ de la atmósfera, no se contamina y queda
lible de carbonato

DIONEX incorpora en sus equipos de Cromatografía
Iónica, la Autosupresión Electroquímica del eluyente,
que prúcticamente elimina la conductividad de fondo del
mismo, con lo cual permite detectar niveles de concentra
ción muy pequeños

El uso de hidróxido como eluyente en esta aplicación
elimina la interferencia que genera el pico negativo del
agua La necesidad de utilizar un loop relativamente
grande implicaba, en el caso de la elución con carbonato,
la apUlición de un enorme pico negativo que interfería la
integración del pico de bromato

En tan sólo Ull mio de comercialización, la columna
lonPac AS 19 se ha convertido en una henamienta funda
mental para el an~ílisis de blOlllUlo La combinación de
esta columna y el Cromutóglafó Jónico leS lODO. con su
tecnología RFIC. abren la posibilidad de analizar el bro
malo utilizando la elución con hidróxido

DIONEX: INVESTlGACION y DESARROLLO DE
COLUMNAS: El b,omalo en la legislación eoropea.

El equipo utilizado en esta aplicación es un
Cromatógrafo Jónico D10NEX. modelo ICS2000 confi
gurado con sistema de desgasificación en continuo, gene-



N<lo RetTime Peal{ Name Cal.Typc Points Corr"Coctf" OtIsct Slopc Curve
mio

3 8,98 Bromato OLOn 5 99,9973 -0,0013 0,004t 0,0000

Average: 99,9973 -0,0013 0,0041 0,0000

Condiciones cromatoqráficas
La calidad de agua que DIONEX recomienda para

trabajar en todas sus aplicaciones es agua desionizada de
17,8 MOhm/cm o superior

Eluyente:

Flujo eluyente:
Loop:
Conductividad
linea base:

CIO mM KOH durante 10 min, 10-45
mM KOH en 15 min más, 45 mM
KOH durante 5 min
I mLlmin
350uL

1,2 uS

AS21
La IonPac AS21 es también una columna basada en la
elución con hidróxido, diseñada paIa la rápida separa
ción de perclorato en aguas potables, aguas residuales
tI otras matrices, mediante la detección con MS o
MS/MS

La AS21 es ideal para la separación de lIna gran varie~

dad de aniones ambientales como el arseniato, tungs
tato, cromato, ioduro o perclorato

Es la columna especificada en el Método EPA 3310

Características generales de la AS19: Determinación de Trazas de Perc/orato en Agua Potable
con la Columna A520 y la Concentradora Cryptand C1

• Columna de alta capacidad: 240 microeq por colum-
na

• Compatible con eluyentes con pH entre Oy 14
• Compatible con muestras con pH entre O.y 14
• Compatible con solventes orgánicos: modificadores

selectividad, limpieza
• Temperatura de trabajo optimizada: Ambiente

Contacte con VERTEX Technics para mayor iníOl
mación. VERTEX Technics es el distribuidor de
DIONEX en España: wwwvertexes

Como dato tinal, indicar que la columna lonPac AS 19
cumple y supera los requerimientos descritos en las nor
mas US EPA 300.0, 300.ly 317

Nnevas Columnas lonPac AS20 y AS21

AS20
La nueva columna IonPac AS2ü es una columna de
alta capacidad basada en la elución con hidróxido,
diseñada para la determinación de trazas de perclorato
en agua potable
La capacidad y selectividad de la AS20 aseguran que
el perclorato se puede cuantificar a niveles inferiores
a ug/L, mediante la detección pOI conductividad, y
usando la supresión, incluso en presencia de altas
concentraciones de cloruro, sulfato o carbonato

Alta capacidad: 310 microeq por columna (4 x 250
mm)
Es la columna especilicada en el Método EPA 3141
Se usa conjuntamente con la columna concentradora
CryptandCI

01 Barcelona:
Of. Madrid:
01 Bilbao:
OL Valencia:
Of Vigo:

932233333
913240014
944471999
963489092
986700072



~ AIR LIQUIDE]

La gama más
completa de gases,
materiales y seNicios
específicos para
análisis e
investigación,

Pensando en las necesidades
específicas de los laboratorios,
Nr Uquide ofrece con
la Gama A1phagaz. una oferta
totalmente adaptada a los
requerimientos de pureza
de la caden"a analítica.

Los gases puros y mezclas,
los materiales e instalaciones.
así como los servicios de la Gama
A1phagaz, son la mejor solución
para instrumentación analltica e
investigación, a partir de la gestión.
el mantenimiento y el control de
todos los sistemas por parte de
/JJr Uquide.

Ak Uquide contribuye a la
fabricación de multiples productos
de nuestro día a dra y a la
preservación de fa vida. dentro
de una gestión de desarrollo
sostenible, gracias a soluciones
innovadoras basadas en las últimas
tecnologías.

Gases de pureza garantizada
en su laboratorio

AL Air Uquide Es¡:eña. S.A.

Paseo de la Gastellana, 35/28046 Madrid! TeIts.. 91 5029J 00 - Fax: 91 50293 30/www.airliquide.es






