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DESCRIPCION

Meétodo absoluto de cuantificacién de compuestos organicos.

La presente invencion se refiere a un método de cuantificacién de compuestos organicos que permite determinar de
forma absoluta la masa de los distintos compuestos orgdnicos que eluyen de un sistema cromatogréfico sin necesidad
de la realizacién de un calibrado de la respuesta instrumental del equipo especifico para cada compuesto.

La presente invencién se encuadra dentro del campo de la Quimica Analitica Instrumental y mds concretamente
dentro de los métodos de determinacién de compuestos orgdnicos utilizando sistemas cromatogréficos de separacién
y su campo de aplicacion cubriria sectores como el medioambiental o el de control de procesos industriales.

Estado de la técnica anterior

Cuando se desea determinar el contenido de uno o varios compuestos organicos en una muestra cualquiera llegada
a un laboratorio de andlisis se siguen, en general, los siguientes pasos:

a) Si la muestra es sélida se procede a su disolucién o lixiviacién de los compuestos organicos a determinar
con un disolvente adecuado. En el caso de muestras liquidas, inicamente se requiere la extraccion de los
compuestos organicos a un disolvente adecuado. En este momento, o mas tarde, se podrian afiadir a la
muestra algtin tipo de patrén interno para corregir errores posteriores de la metodologia. Estos patrones
internos pueden ser i) un compuesto distinto de los que se han de determinar que no estd presente en la
muestra (método del patrén interno), ii) uno o varios de los compuestos a determinar donde se ha alterado la
abundancia isotdpica de alguno de los elementos presentes en el compuesto (método de dilucidn isotdpica)
0 iii) uno o varios de los compuestos a determinar pero sin modificar las abundancias isotdpicas naturales
(método de adiciones estandar). Cuando la muestra es liquida se puede afiadir el patrén interno directamente
sobre la muestra.

b) Una vez extraidos los compuestos del sélido o cuando la muestra es liquida puede ser necesario un pro-
ceso de preconcentracion o de separacion de otros compuestos interferentes por técnicas de separacion no
cromatograficas cuyo rendimiento hay que determinar.

c) Finalmente, la muestra ya preparada se inyecta en un sistema cromatografico para la separacién de los
distintos compuestos orgdnicos presentes y su deteccion con un dispositivo instrumental adecuado.

d) La sefial, en drea o altura de pico, se compara con una linea de calibrado preparada a partir de patrones
puros para cada compuesto a determinar ya que la sefial instrumental es diferente para cada compuesto.
Esta calibracién permite determinar el contenido del compuesto organico en la muestra inyectada. Cabe
resaltar que esta etapa del andlisis es, sin duda alguna, la de mayor coste del proceso ya que los patrones
certificados son caros y cada compuesto presente en la muestra requiere su calibracién independiente, 1o
que requiere tiempo y dinero.

e) En el caso de que se haya utilizado algin tipo de los patrones internos descritos mds arriba las metodologias
de cuantificacién difieren ligeramente.

La presente invencion pretende eliminar o simplificar algunos de los pasos descritos mds arriba mediante la utili-
zacion de la dilucidn isotdpica en linea (ver referencias 1 a 5). La dilucidn isotdpica es una técnica cldsica de deter-
minacién elemental descrita hace ya mds de 50 afios. Se basa en la alteracién intencionada de la abundancia isotdpica
de un elemento en la muestra por la adicién de una cantidad conocida del mismo elemento con una abundancia isot6-
pica alterada (trazador) y la medida de la abundancia isotépica final en la mezcla mediante Espectrometria de Masas.
Este principio fundamental se ilustra en la Figura 1 para un elemento que posee dos isétopos: a 'y b. Como se puede
observar, el is6topo a es el mds abundante en la muestra mientras que el trazador estd enriquecido en el isétopo b.
La abundancia isotépica en la mezcla serd una combinacion lineal de las abundancias en la muestra y trazador que
dependera de la cantidad de elemento presente en la muestra y de la cantidad de trazador adicionada. La medida de
la relacion isotépica R,, en la mezcla (is6topo a/isétopo b) permite determinar la cantidad del elemento en la muestra
original.

Este principio puede aplicarse a la determinacién de la cantidad de un elemento que eluye de un sistema cromato-
grafico utilizando la dilucién isotdpica en linea cuyo principio fundamental se ilustra en la Figura 2 para un sistema
de cromatografia liquida y que ya ha sido descrito en diversas publicaciones (ver referencias 1 a 5).

Como se puede observar en la Figura 2 la muestra y el trazador se mezclan en continuo (en flujo) tras la separa-
cién cromatografica y la medida de la relacion isotépica en la mezcla R, se realiza en funcién del tiempo mediante
Espectrometria de Masas. Si el aporte de trazador a la mezcla se mantiene constante en el tiempo, la relacién isotépica
medida en la mezcla (R,) dependera tinicamente del aporte del elemento a analizar proveniente de la muestra, que
puede ser constante o variable. En nuestro caso, el aporte del elemento a la mezcla procedente de la muestra varia
con el tiempo debido a la separacién cromatografica y por tanto, las ecuaciones de la dilucién isot6pica se modifican
introduciendo el flujo masico del elemento como variable desconocida (ver referencias 1 a 5). La representacion del
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flujo masico en funcion del tiempo serd el denominado cromatograma de flujo masico. La integracién de cada pico
cromatografico nos proporciona de forma absoluta la masa del elemento en dicho pico. La concentracién en la muestra
original se calcula conociendo la masa (o el volumen) de muestra inyectada en el sistema cromatografico (ver referen-
cias 1 a 5). Como se puede observar, este procedimiento elimina directamente el paso d) descrito anteriormente ya que
la cuantificacion se realiza directamente durante la separacion cromatografica (paso c).

Cuando se pretende utilizar la dilucién isotOpica en linea para andlisis elemental tras una separacién cromatografica
es imprescindible que exista un equilibrio isotdpico entre los compuestos eluidos de la columna cromatografica y el
compuesto quimico utilizado como trazador que contiene el elemento enriquecido isotdpicamente. La consecucién
de este equilibrio isotdpico se ha descrito en la literatura tinicamente utilizando el plasma de acoplamiento inductivo
como fuente de ionizacidn ya que es capaz de romper todos los enlaces quimicos tanto en los compuestos provenientes
de la columna cromatografica como del compuesto quimico que contiene al trazador (ver referencias 1 a 5). Por tanto,
la eficacia del proceso de ionizacidn serd independiente de la naturaleza del compuesto quimico que contiene al analito
o al trazador enriquecido. Para la determinacién de compuestos orgdnicos por dilucién isotdpica en linea existe s6lo
una publicacién en la literatura utilizando el plasma de acoplamiento inductivo como fuente de ionizacién y dcido
benzoico marcado con C como trazador (ver referencia 6). Sin embargo, esta fuente de ionizacién no es la mds
adecuada para la determinacién de carbono debido al bajo rendimiento del proceso de ionizacion para este elemento y
a la posible contaminacién por carbono atmosférico.

Referencias bibliograficas.
(1) “Isotope dilution analysis for trace element speciation. A tutorial review”. Rodriguez Gonzalez, P; Mar-

chante Gayon, JM; Garcia Alonso, JI; Sanz Medel, A. SPECTROCHIMICA ACTA PART B-ATOMIC
SPECTROSCOPY, 2005, 60 (2): 151-207.

(2) “Isotope-dilution mass spectrometry”’. Heumann KG. INTERNATIONAL JOURNAL OF MASS SPECTRO-
METRY AND ION PROCESSES, 1992, 118:575-592.

(3) “Speciation of essential elements in human serum using anion-exchange chromatography coupled to post-
column isotope dilution analysis with double focusing ICP-MS” Muiiiz CS, Marchante Gayon, JM; Gar-
cia Alonso, JI; Sanz Medel, A. JOURNAL OF ANALYTICAL ATOMIC SPECTROSCOPY, 2001, 16 (6):
587-592.

(4) “Quantitative speciation of selenium in human serum by affinity chromatography coupled to post-column
isotope dilution analysis ICP-MS”. Reyes LH, Marchante-Gayon JM, Garcia Alonso, JI; Sanz Medel, A.
JOURNAL OF ANALYTICAL ATOMIC SPECTROSCOPY, 2003, 18 (10): 1210-1216.

(5) “Determination of cadmium in biological and environmental materials by isotope dilution inductively cou-
pled plasma mass spectrometry: effect of flow sample introduction methods” Mota JPV, de la Campa MRF,
Garcia Alonso, JI; Sanz Medel, A. JOURNAL OF ANALYTICAL ATOMIC SPECTROSCOPY, 1999, 14
(2): 113-120.

(6) “Development of an ICP-IDMS method for dissolved organic carbon determinations and its application
to chromatographic fractions of heavy metal complexes with humic substances”. Vogl, J; Heumann, KG.
ANALYTICAL CHEMISTRY, 1998, 70 (10): 2038-2043.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion aplica la dilucién isotdpica en linea a la determinacién absoluta de compuestos orgdnicos
con alta sensibilidad y precisién mediante la medida continua de la relacion isotdpica '2C/"*C a la salida de un sistema
cromatografico utilizando fuentes de ionizacién alternativas al plasma de acoplamiento inductivo. Estas otras fuentes
de ionizacién, que podrian trabajar a alto vacio, proporcionarian una mayor sensibilidad y menores contaminaciones
de carbono, lo que se traduciria en mejores limites de deteccién para compuestos organicos. Para ello, se ha desarro-
llado un procedimiento que permite alcanzar el equilibrio isotdpico entre los compuestos que eluyen de la columna
cromatografica y el trazador enriquecido isotépicamente como paso previo a su introduccién en la fuente de ionizacién.
La consecucién de este equilibrio isotdpico previo nos permitiria elegir la fuente de ionizacién mds adecuada para el
analisis de compuestos orgdnicos sin tener que recurrir necesariamente, como hasta ahora, al plasma de acoplamiento
inductivo.

La presente invencién utiliza una reaccién quimica capaz de transformar cuantitativamente el carbono presente
en cada compuesto orgdnico que eluye de la columna cromatogréfica en didxido de carbono (CO,) como medio para
alcanzar el equilibrio isotépico. Este didéxido de carbono proveniente de los compuestos orgdnicos de la muestra se
mezcla con un compuesto volatil de carbono marcado con "*C enriquecido antes de su introduccién en la fuente de
ionizacidon del Espectrometro de Masas para su andlisis por dilucidn isotdpica en linea.

Para introducir el carbono marcado isotépicamente con '*C, trazador, y realizar la dilucién isotdpica en linea, la
presente invenciéon comprende dos formas alternativas igualmente vélidas:
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a) Introducir el trazador directamente como didxido de carbono enriquecido en P C (realizacién preferente).
b) Introducir el trazador como otro compuesto voldtil de carbono (por ejemplo metano) enriquecido "*C.

En el primero de los casos (utilizacién de CO,) el trazador puede introducirse en cualquier momento en el sistema
cromatografico (en la fase mévil, después de la columna o después de la reaccién quimica) mientras que para el
segundo caso (metano) la introduccién se hard siempre antes de la reaccién quimica para convertir el compuesto
utilizado como trazador también en CO,.

La mezcla asi obtenida se introduce en un Espectrémetro de Masas para la medida de la relacién isot6pica del
carbono de forma continua obteniendo asi el cromatograma de flujo masico. La medida de la relacién isotépica >C/**C
se puede realizar, en funcién de la fuente de ionizacidn utilizada, tanto en los propios iones monopositivos de carbono a
masas 12y 13 como en otros iones derivados de éstos como, por ejemplo, en el CO,*™ a masas 44 y 45, respectivamente.

El método absoluto de cuantificacién de compuestos organicos objeto de la invencién presenta, respecto a las
metodologias actuales de cuantificacién de compuestos orgdnicos, las siguientes ventajas:

a) Es un método universal que serviria para cualquier compuesto organico independientemente de su forma
quimica ya que el carbono presente en todo compuesto organico es susceptible de ser transformado cuanti-
tativamente en CO, mediante una reaccion quimica.

b) Es un método absoluto que no requiere la utilizacion de patrones de calibrado para cada compuesto a
determinar, lo que disminuye ostensiblemente el coste y el tiempo de los andlisis en los laboratorios de
rutina. De hecho, permitiria la cuantificacion absoluta de todo compuesto que contenga carbono presente
en la muestra, y que eluya del sistema cromatografico, en una sola inyeccién sin necesidad de patrén alguno.

c) Utiliza la dilucién isotdpica por cuanto puede considerarse un método primario de andlisis directamente
trazable al Sistema Internacional de unidades.

d) Requiere una minima modificacién de los sistemas cromatograficos actuales para introducir la reaccién
quimica y el flujo de carbono 13 enriquecido.

e) Utiliza Espectrémetros de Masas de bajo coste ya que no se requieren altas precisiones en las relaciones
isotépicas medidas.

f) Permite la utilizacién de patrones internos para corregir errores metodoldgicos durante la preparacioén de
la muestra, variaciones en el volumen inyectado o variaciones de volumen debidas a la evaporacién del
disolvente, dado que esta metodologia permite determinar también de forma absoluta la cantidad de patrén
interno inyectada.

La presente invencion puede ser empleada tanto en separaciones por cromatografia liquida como en separaciones
por cromatografia de gases y podrd encontrar aplicacion en laboratorios de ensayo medioambientales y en labora-
torios de control de procesos industriales donde se realicen determinaciones rutinarias de compuestos orgdnicos, de
estructura quimica conocida, por técnicas cromatogréficas. En concreto, la determinacién de hidrocarburos aliféticos
en diversos tipos de muestras, de hidrocarburos arométicos, pesticidas, compuestos organoclorados, etc. seria factible
con esta invencién. Por tanto, uno de los campos de aplicacién mds inmediatos es al andlisis medioambiental de con-
taminantes organicos en laboratorios de ensayo. Un segundo campo de aplicacion importante seria en el control de
calidad de productos industriales y farmacéuticos y en el control de procesos quimicos, realizados normalmente en los
laboratorios de las propias plantas de produccion.

Otros campos de aplicacién, dentro de la Quimica Analitica, podrian ser la optimizacién y estudio de procesos de
separacion no cromatograficos (extracciéon liquido-liquido, extraccion sélido-liquido, microextraccién en fase sélida,
etc.) dado que la cuantificacién absoluta que se realiza por este método puede servir para estudiar y optimizar estos
procesos con elevada fiabilidad. Un caso particular es la seleccion y utilizacién de patrones internos para corregir
errores en los procesos de separacién no cromatograficos.

Desde el punto de vista instrumental, la presente invencién se podrd incorporar en equipos cromatograficos que
emplean la Espectrometria de Masas como sistema de deteccion (equipos sencillos de GC-MS o HLC-MS) y por
tanto, consiste en una modificacién instrumental susceptible de comercializacion por las empresas de instrumentacién
analitica. Estos equipos modificados permitirian la realizacién de andlisis de rutina de compuestos orgdnicos con una
elevada precision y exactitud, a bajo coste para los laboratorios y en un tiempo considerablemente mds corto que los
métodos tradicionales de calibrado externo y adiciones estdndar.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1: Tlustracién del principio bésico del analisis por dilucidn isotdpica.
Figura 2: Tlustracién del principio de la dilucién isotépica en linea para un sistema de cromatografia liquida.
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Figura 3: Esquema de una realizacién preferente.
Explicacion de una forma de realizacion preferente

Para una mejor comprension del proceso objeto de la presente invencion se explicard el procedimiento a seguir
para la determinacién de compuestos orgdnicos por Cromatografia de Gases utilizando un Espectrometro de Masas
de cuadrupolo con una fuente de ionizacidn de impacto electrénico, que se podria considerar como “realizacion pre-
ferente” de la invencion. Esto no significa que la invencién no pueda aplicarse a otras técnicas cromatograficas o con
las otras alternativas descritas previamente.

El di6xido de carbono enriquecido en '*C se prepara disuelto en Helio presurizado. El recipiente que contiene el
trazador tendria un orificio de salida y el flujo de gas irfa controlado mediante un controlador de flujo méasico que
regularia exactamente el flujo de trazador afiadido a la mezcla.

Por otro lado, a la salida de la columna cromatogréfica se instada una interfase de combustién consistente en un
tubo de silice fundida donde se introducen hilos de cobre, oxidados previamente en una corriente de aire a CuO, y que
se puede mantener a una temperatura adecuada (> 850°C) para que ocurra la reaccién genérica:

C.Ho + 3n+ 1) CuO = nCO, + (n + 1) H,O + 3n + 1) Cu

de forma cuantitativa y donde C,H,,,» es un hidrocarburo alifatico cualquiera. Cualquier compuesto orgdnico produ-
cirfa la reaccion anterior de forma cuantitativa convirtiéndose en diéxido de carbono, agua y, en caso de presencia de
heterodtomos, otros productos de reaccién (NO,, SO,, etc). El flujo de diéxido de carbono marcado con *C se afiadiria
a la salida de la interfase de combustion y la mezcla asi generada se introduciria, a través de un tubo de silice fundida,
en la fuente de ionizacién de un Espectrometro de Masas. Utilizando una fuente de ionizacién de impacto electrénico
se podrian medir las relaciones isotdpicas del carbono en el i6n molecular CO,* a masas 44 (para el carbono 12) y 45
(para el carbono 13). La relacion isotépica medida se convertirfa en relacion isotépica '*C/"*C teniendo en cuenta las
abundancias isotdpicas naturales del oxigeno si fuera necesario. Esa relacion isotdpica se introduciria en la ecuacién
de la dilucién isotdpica en linea (ver referencia 1) para obtener el cromatograma de flujo masico y asi poder determinar
directamente la masa de carbono en cada pico cromatografico tras su correspondiente integracién. Un esquema general
de esta realizacion preferida se ilustra en la Figura 3.
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REIVINDICACIONES

1. Método absoluto de cuantificacién de compuestos organicos caracterizado por la utilizacién de la dilucién
isotépica en linea acoplada a un sistema de separacién cromatografico para la determinacién de la cantidad (masa) de
carbono que eluye en cada pico cromatografico.

2. Método absoluto de cuantificaciéon de compuestos organicos, segiin la reivindicacion 1, caracterizado porque
los compuestos orgédnicos eluidos del sistema cromatografico se transforman cuantitativamente en didxido de carbono
mediante una reaccién quimica y se mezclan, antes o después de la reaccién quimica, con un compuesto volatil
enriquecido en carbono-13 (trazador).

3. Método absoluto de cuantificacion de compuestos orgdnicos, segin las reivindicaciones anteriores, caracteri-
zado por el uso de la medida en continuo de la relacién isotépica ?C/*C en la mezcla generada mediante un Espec-
trémetro de Masas, directamente o derivada de una relacién isotépica medida en un i6n molecular, para construir asi
un cromatograma de flujo mésico de carbono en base a la ecuacion de la dilucién isotépica en linea.

4. Método absoluto de cuantificacién de compuestos orgdnicos, segun las reivindicaciones anteriores, caracteriza-
do por la utilizacién del cromatograma de flujo masico para determinar de forma absoluta la masa de carbono presente
en cada pico cromatografico tras la integracién matematica de dichos picos respecto al tiempo.
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FIGURA 1
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FIGURA 3
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