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RESUMEN (en espafiol)

La Dilucion Isotdpica en linea de Carbono con Espectrometria de Masas se puede
definir como el primer detector universal y genérico para cromatografia de gases. La
conversion cuantitativa del eluyente cromatografico a CO, y la adicién de la misma
especie enriquecida en *C como trazador permiten alcanzar el equilibrio isotépico
requerido antes de la entrada en la fuente de ionizacion. De esta manera, se mide una
Unica especie en el espectrébmetro de masas y por tanto, se garantiza una respuesta
independiente del compuesto sin importar la fuente de ionizacion utilizada. La
ionizacion independiente del compuesto permite la cuantificacion genérica de los
analitos a través de la deteccion de carbono, elemento presente en todo compuesto
organico, sin la necesidad de estandares especificos ni calibracion. Para el desarrollo de
la metodologia se emple6 un instrumento comercial GC-MS de tipo cuadrupolo, sobre
el que se realizaron tres modificaciones: (i) una interfase de combustion para la
conversion cuantitativa de los analitos a CO,, (ii) un sistema para la adicion de un flujo
constante de trazador, y (iii) una valvula de 6 vias. Esta instrumentacion permitio la
validacion de la metodologia mediante el analisis de diferentes familias de compuestos
organicos simples (n-alcanos, BTEX, y ésteres) y su aplicacion a muestras reales.

La extension de la metodologia a un mayor nimero de compuestos organicos permitira
definir el detector desarrollado como el primer detector verdaderamente genérico y
universal para cromatografia de gases. Sin embargo, las caracteristicas instrumentales
del prototipo original desarrollado no fueron lo suficientemente adecuadas para la
cuantificacion de compuestos organicos con determinadas propiedades fisico quimicas.




En este contexto, la presente Tesis Doctoral se centr6 en la busqueda de la
instrumentacion adecuada que permitiera ampliar el campo de aplicacion de la Dilucion
Isotopica en linea de Carbono a compuestos orgéanicos de alto punto de ebullicion y con
heterodtomos en su estructura, cuyo comportamiento no habia sido estudiado hasta ese
momento. La instrumentacion GC-IRMS, ampliamente utilizada para las medidas de
alta precision de las pequefias variaciones existentes en las abundancias naturales de los
isétopos estables de elementos ligeros, dispone de las caracteristicas instrumentales
adecuadas para la extension de la metodologia de la Dilucion Isotopica en linea de
Carbono. So6lo fueron necesarias dos sencillas modificaciones para hacer posible la
aplicacion de la metodologia: (i) un sistema para la introduccion del flujo de trazador, y
(if) una configuracion en la amplificacion del detector que permita la medida de la
relacion isotdpica *?C/*C tras la adicion del trazador enriquecido. Ademas se demostré
que el empleo de un inyector de Temperatura Programada permitia la transmision
cuantitativa sin discriminacion de todos los compuestos con un amplisimo intervalo de
temperatura de ebullicion (218 — 525°C). Se evaluaron las caracteristicas analiticas de la
metodologia, y se demostré que la respuesta instrumental es independiente de la
especie, sin importar ni el punto de ebullicion ni la presencia de heteroatomos.
Finalmente, se evalud la aplicabilidad a muestras reales mediante el analisis de los
FAMEs saturados e insaturados presentes en muestras de biodiesel, tanto patrones
certificados como muestras reales. Se compard la respuesta genérica del detector con la
de detector mas universal y establecido para compuestos organicos en GC, el detector
de ionizacion de llama (FID), tanto de forma directa (como se emplea en la Norma
Europea correspondiente) como con correccion del Nimero de Carbonos Equivalente
(ECN). Se encontrd que so6lo la metodologia propuesta es realmente genérica y no
requiere patrones internos de naturaleza y nimero de Carbonos similar.

Las modificaciones instrumentales realizadas sobre la instrumentacién GC-IRMS para
la aplicacion de la IDMS en linea de carbono no repercuten en el funcionamiento del
equipo para realizar el andlisis isotopico especifico del compuesto (CSIA),
caracteristico de esta instrumentacion. Por ello fue posible determinar las pequefias
variaciones en las abundancias isotopicas naturales de cada FAME individual presente
en las muestras de biodiesel a través del célculo de los deltas de carbono con la
exactitud y precision adecuadas. Dicha informacion, junto con el perfil cuantitativo
exacto y preciso de los FAMEs presentes obtenido por la dilucion isotopica en linea de
C, pudo ser aplicado para estudios de discriminacion por el origen en muestras de
biodiesel.




RESUMEN (en Inglés)

Online carbon isotope dilution mass spectrometry can be defined as the first universal
and generic detector for gas chromatography. Quantitative conversion of the
chromatographic eluent into CO2 and the addition of the same species enriched in 13C
as a tracer lead to the isotopic equilibrium before the ionization step. In this way, only
one species is measured by the mass spectrometer and therefore, a compound-
independent response is guaranteed regardless the ionization source employed.
Compound-independent ionization together with the on line isotope dilution concept
open the door to the generic quantification of the analytes via carbon detection (element
present in every organic compound), without the need for specific standards or
calibration. A commercial quadrupole GC-MS instrument was used for the development
of the methodology, and three modifications were considered: (i) a combustion interface
for the quantitative conversion of the analytes into CO2, (ii) a system for the continuous
addition of the tracer, and (iii) a 6-ways valve. The methodology was validated by
analyzing different organic compounds (n-alkanes, BTEX and esters) and by its
application to real samples.

The application of the methodology to a greater number of organic compounds will help
establishing the developed approach as the first detector really generic and universal for
gas chromatography. However, the instrumental capabilities of the original prototype
developed were not sufficiently appropriate for the quantification of organic compounds
with certain physicochemical properties. In this context, the main aim of this PhD was
focused on the search for the appropriate instrumentation that allowed the application of
online carbon isotope dilution to the quantification of high boiling point and
heteroatom-containing organic compounds. GC-IRMS instrumentation, widely used for
highly precise measurements of natural isotopic variations in light elements, offers the
appropriate instrumental features for the extension of the online carbon isotope dilution
methodology. Only two simple modifications were considered: (i) a system for the
introduction of the tracer, and (ii) a new configuration in the detector that allowed the
12C/13C isotope ratio measurement without the regular amplification after the addition
of the enriched tracer. It was also confirmed that the use of a Programmable
Temperature Vaporizer injector (PTV) allowed the quantitative transmission of the
compounds with a wide range of boiling points (218 — 525°C) without discrimination.
The analytical characteristics of the methodology were assessed and the compound-
independent instrumental response was demonstrated, regardless the boiling point or the
presence of heteroatoms in the structure.

The applicability of the methodology to real samples was evaluated with the analysis of
saturated and unsaturated FAMEs present in biodiesel, both certified materials and real
samples. The generic response of the detector was compared to the response of the
flame ionization detector (FID), the most universal and established detector for organic
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compounds in GC, in a direct way (with the corresponding European Standard) and via
correction of the Equivalent Carbon Number (ECN). It was found that the proposed
methodology was the only one really generic that did not require internal standards of
similar nature and carbon number.

The modifications performed on the instrument did not produce a long-term and
difficult to remove contamination at m/z = 45 that could interfere with the use of the
GC-combustion—IRMS instrument in its standard configuration for compound-specific
isotope analysis (CSIA). In this way, it was possible to determine accurately and
precisely the carbon isotope ratios (deltas) for every single FAME present in the
biodiesel samples. This information, together with the accurate quantitative FAME
profiles obtained using the on line IDMS approach, were used for biodiesel origin
discrimination studies.

SR. DIRECTOR DE DEPARTAMENTO DE QpiMICA FISICA Y ANALITICA ) )
SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO EN QUIMICA FISICA'Y
ANALITICA










Iindice

Indice
N 101 Y [ T of o T 1
1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS DE LA ESPECTROMETRIA DE MASAS ........... 4
I.1.1  Descubrimiento de los isétopos y evolucion de la Espectrometria de Masas............ 4
[.1.2  Composicion isotopica de |0S €lemMENTOS......ccovuveiiiiiieiiiiee e 5
1.2 EL ANALISIS POR DILUCION ISOTOPICA .......cceereerrenreenresesressenssesessessenens 9
1.2.1  Concepto del Analisis por Dilucion 1Sotdpica (ID). ...c.eevvereereereiereenieeieeieeie e 9
I.2.2  Ventajas del analisis por Dilucidn Isotdpica con Espectrometria de Masas ............... 9
[.2.3  Diferentes tipos de IDMS.......cooiiiiiiiiiieeiee ettt ettt sree e 10
1.2.3.1 181 O] =1 o or- F USSR 11
1.2.3.1.1 Ecuaciones de la Dilucidn Isotdpica organica ........ccccceeeeeiieeesiiveeeesiree e 12
[.2.3.1.2  Procedimiento analitico general........cccoeuiiiieriiiinieniceee e 14
[.2.3.1.3  INSErUMENTACION ..eviieiieiieciie ettt ettt sbaesbe e s sbeesbaesnaeenans 16
1.2.3.1.4 Aplicaciones IDMS en analisis OrganIiCO.........ccevererierieieneeriieesee e 16
1.2.3.2 IDMS INOTBANICA. ceeeviieeeeiiie e citee ettt ee e e et e e et e e e etae e e s tb e e e e ataeeseasaeeesabreaans 17
1.2.3.2.1 Ecuaciones de la Dilucidn Isotdpica inorganica .......ccccceveveeeevcvveeeesieee e, 17
1.2.3.2.2 Procedimiento analitico general........cc.cccoocveiiiiiiiiecciiie e 20
[.2.3.2.3  INSErUMENTACION ..eeiiiiiieeetc ettt st ae e 21
1.2.3.2.4 Aplicaciones IDMS en analisis iNOrganiCo .........ccveeevviieeiiiieeeciiieeeeeieee e 22
1.3 DILUCION ISOTOPICA EN LINEA........c.ccceertrerrrernenesesseesnesessessssesseseenens 23
I.3.1  Concepto de la Dilucidn Isotdpica en liNEa.........cceccuveeiiiiieeecieee e 24
[.3.2  Ecuaciones de la Dilucion Isotopica en liN€a .......ccccceeeviieeeeiiiieceiee e e 25
1.3.3  Cromatograma de flujo MOIar .........uuviiieiiii e 26
I.3.4  Calibracién del flujo molar de trazador .........cccveeeecieee i 27
[.3.5  INSEFUMENTACION oouveiiiiieiieeiic ettt ettt et saae et e e st e e ba e e saaeebaeesaaeebaeessaeenneas 30
I.3.6  Ventajasy limitaciones de la Dilucidn ilotépica en lin€a.......cccceeeeveeevciieeeecieee e, 33
I.3.7  Aplicaciones de la Dilucidn Isotopica en liNea ........ccceeeecuvieeeeiiiieeciiee e 34
1.4 DILUCION ISOTOPICA EN LINEA DE CARBONO .......ccceeuerurneneresneserseseenens 35
4.1  Concepto de la Dilucidn Isotdpica en linea de carbono.......cccceeeecveeevcieeccciiee e, 35
I.4.2  Ecuaciones de la Dilucion Isotdpica en linea de carbono .........cccccveeeeciieececiiec e, 36
1.4.3  Configuracion GC-CombustiOnN-MS ..........cceeriiiiiiieiiee e e 38

1.4.3.1 Cuantificacién de mezclas de compuestos organicos de la misma naturaleza 38

1.4.3.2 Cuantificacién de mezclas de compuestos organicos de diferente naturaleza 40




indice

1.4.3.3 Aplicacion a muestras reales: cuantificacion de los compuestos mayoritarios
de UN cOMDBUSEIDIE AIESEL ....coiviiieeiiiiieeee e s aee e e sbae e 42
1.4.3.4 Recuperacidn cuantitativa de la microextraccién en fase sélida en el espacio
0 CADEZA (HS-SPIVIE) ..ottt ettt e et e e et e e e et e e e eeareeeeeaaaeeeeaneeeens 43
1.4.3.5 Ventajas y limitaciones de la IDMS en linea de carbono en GC .......c.cceevueeneee. 45
LI 0 1 =1 1Yo TN 47
LI 1 o Y=Y 410114 | - 51
N1 INSTRUMENTACION ....oooienerreerrenneeesesessesssessesesessssessssessessenssssnees 53
n.1.1 Cromatdgrafo de Gases - Espectrometro de Masas de Relaciones Isotdpicas (GC-
IRMS) 53
1.1.2 Cromatodgrafo de Gases — Espectrémetro de Masas (GC-MS) .......cccceeeecveeeennnenn. 54
1.1.3 Cromatdgrafo de gases — Detector de lonizacidn de llama (GC-FID).................... 55
.1.4 Sistema de adicién del flujo de trazador (00 T 55
l.1.5 Condiciones CromatografiCas ......c.ccueereeriieeriieeriee et 55
I11.L1.5.1  Estudio de compuestos de alto punto de ebullicién y con heteroatomos en su
LI (ot (U = T (=T o 11 {01 o T RS S 55
l11.L1.5.2  Estudio de Esteres Metilicos de Acidos Grasos (FAMEs) (Capitulo 2) .............. 57
1.2 PROCEDIMIENTOS.....ccitiiiiniecreiiniieieiiesioiiaiessssssasioscsssssssassassenssns 58
1.2.1 Cuantificacién mediante GC-IRMS y Dilucién Isotdpica en linea de carbono....... 58
1.2.2 Cuantificacion mediante GC-Combustion-IRMS ..........ccceeveiriiieriieenirieniieesiee e 61
1.2.3 Cuantificacion mediante GC-FID .......ccccvviieiiiiiiiee e 62
1.2.4 Determincién de deltas de carbono mediante GC-IRMS.........ccocvevvvencieeriveeninens 63
1.2.5 Sintesis del didxido de carbono enriquecido empleado como trazador............... 64
1.3 MATERIALES Y REACTIVOS..... e iceiiircciticreccrecsecesesecansncsesensncnnnns 64
1.3.1 MIALEITAIES .ttt ettt sttt e e sttt e e st e e s eaae e s sbaeeeeas 64
1.3.2 ParONES ... e 65
1.3.3 Y [UT=IS o - T TSP U PP 66
1.3.4 REACLIVOS GENEIAIES .....eveiieieee ettt e e et e e e eane e e saaeeeeas 66
(VAR U= V1 1 = Te Lo RRVAN 0 1Yol U [ o N 67
V.1 CAPITULO L..cuiucieictreecteneetssenees et ssesessseesssesssnssesessssssssnsnencs 69

Modificacion de un Cromatdgrafo de Gases- Espectrometro de Masas de
Relaciones Isotdpicas (GC-IRMS) para la aplicacion de la Dilucidén Isotopica

€N LiINEA 0@ CaArbONO .c.ceuveiereiriiireireeeireiteeeiresrecseressesseressesseressessnrassenans 69




Iindice

IvV.1.1 PROTOTIPO INSTRUMENTAL GC-COMBUSTION-(Q)-MS PARA LA APLICACION DE

LA DILUCION ISOTOPICA DE CARBONO EN LINEA......c.oiveiieeirireieisieieisie et ssssesnens 70
IV.1.1.1  Procedimiento experimental GC-combustion-(Q) MS con Dilucidn Isotépica en
[T o LI or- T4 oo T o PSP R 73
IV.1.1.2 Limitaciones instrumentales del prototipo GC-C-(Q)-MS para el desarrollo de

aplicaciones mediante Dilucidn Isotdpica en linea de carbono .........ccccceevceeeieeriieeeneennne 73
Y 0 0 0 R [ 41 V7= o1 o | PPt 74
IV.1.1.2.2  HOrno de COMBUSTION .....ccccuiiiiiiiieeeiie ettt e 75
IV.1.1.2.3 Vdlvula de dos poSIiCIONES Y SEIS VIAS .....cccveeeririeeeeiiiieeciieeecireeeesieeeeeeaveens 76
IV.1.1.2.4  Fuente de ioNiZacCiOn .......ccccceiiiiiiieiiiie et setre e e e e 77
IV.1.1.2.5 Analizador de masas y DeteCCiON .........ccccuveeiiiiieeeiiiie et e 78

LY 0t . T @ o Tl 11 ] oY =TSRRI 78

IvV.1.2 CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTROMETRIA DE MASAS DE RELACIONES
ISOTOPICAS (GC-TRIMIS) ..ottt s e eee e sesesneseen e s eeeneesenaes 79

IV.1.2.1 Procedimiento general para la medida de alta precision de la relacion 13C/lZC

MEAIANTE GC-IRIMS ...ttt st ettt e st e e saee e be e e saneeaeas 81

IV.1.2.2  Sistemas de introduccion de MuUESTra........ccocueervieeriiienieenieeniee e 84

IV.1.2.3  CromatOgrafo de Sases ......ccccuieieiiiiieiiee et eecte e eete e et e e et e e aae e e e aveeeens 85
IV.1.2.3.1  RESOIUCION .ottt ettt ettt ettt st s sne e s sne e 86
IV.1.2.3.2 Efectos isotopicos cromatografiCos........ccceeeicuiieeeciiieeciiee e 87

IV.1.2.4  Interfase de COMbBUSTION ....ccc.eiriiiriiiiiieiee e e 88
IV.1.2.4.1 Reactor de COMBUSTION ...ccuiiviiiiiiiiecic et 88
IV.1.2.4.2  Eliminacidn de los productos de combustion interferentes ..................... 89
1V.1.2.4.3  Eliminacion del diSOIVENTE......cccovivirieiiiieriecit et 90
IV.1.2.4.4 Amortiguador de PreSion ........ccceeeeciiieieiiereiieeeesieeeeeeee e e sreeeessaeeeeeenneeas 91

IV.1.2.5 Espectrometro de Masas de Relaciones ISOtOpicas.........ccccueeeeeveeeeciieeeciveennn. 91

IV.1.2.6  Idoneidad de la instrumentacién GC-IRMS para la aplicacién de la Dilucién

Isotépica en 1INea de CArbONO .....cccuviii e et aae e e aaee e 93

Iv.1.3 CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE LA INSTRUMENTACION GC-COMBUSTION-
LAY R AV A I AN 95

IV.1.3.1  Sistema de introduccion de MUESLIa .......cccevveerviieriiieeiee e 95
IV.1.3.1.1 Inyector split/splitless en Modo splitless ........cc.covueevrvieveeenieenieeceeeereeenns 96
IV.1.3.1.2 Inyector PTV en modo Splitless .......cccveivieririiieeeeee e 97

IV.1.3.2  Interfase de COMBUSTION ....ccceiiiiiiiiiiiiiecee sttt 99
IV.1.3.2.1 Reactor de COMBUSLION ....c.ceeviiiiiiiiienie et 99
IV.1.3.2.2 Eliminacidon del agua de los productos de combustion ..............cccueeeune. 101
1V.1.3.2.3  Eliminacion del disoIVeNnte........ccoveeriiiiiiieiiiciiectcceeeec e 102
IV.1.3.2.4 Amortiguador de Presion ..........eeeveeiieciiiieeeee e 102




indice

IV.1.3.3  ESPectrOmMEtro d& MasSasS.....ccccceuveeeiiurieeeiiiieeeiiireeesireeeessereesssseeessseessssseesannes 104
IvV.1.4 COMPARACION INSTRUMENTAL ..ottt ettt es et en e s s 104
IV.1.5 MODIFICACION INSTRUMENTAL PARA LA APLICACION DE LA DILUCION
ISOTOPICA DE CARBONO EN LINEA ..ottt ettt e e e eae e e s ese s enenenene e 107

IV.1.5.1 Introduccién del flujo del trazador iSOtOPICO .....ccecvveeeeiiiieeeiiee e 107

IV.1.5.2  CONFIGUIACION 20005 euemeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e esesseeeese s s s s s ssseeee 108
IV.1.6 CARACTERISTICAS ANALITICAS ....oovvvveveveieiiceceete ettt ettt sess s 111

IV.1.6.1 Ensanchamiento de los picos cromatograficos ..........cceveveveeriiinnienieeeneenne 111

IV.1.6.2  Precisidon de la relacion iSOtOPICa .......eeeeeuvieiiciiee et 113

IV.1.6.3  Sensibilidad y limites de deteccion..........coccevevieriiiiniiniiieee e 113

IV.1.6.4  CONCIUSIONES...ceiiuiiiiieiiiieriie ettt esite et s st ebe e s e st e s sbae s be e s saeesbaessaeesabeesseesane 114
IvV.1.7 ANALITOS DE INTERES ....vveeeeeeeeteeeeeeee et eeeee e ee e e et seeees s e esessenesenenesesaenenenens 117

V.1.8 APLICACION DE LA DILUCION ISOTOPICA DE CARBONO EN LINEA A COMPUESTOS

ORGANICOS DE ALTO PESO MOLECULAR: HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS 118
IV.1.8.1  1d@ntifiCaCiON ..cecvuiiiiieiiiierieeic ettt se e st sbe e st eseeesane 118
IV.1.8.2  Evaluacidn del inyector: efectos de discriminacion..........ccccceeveerveenieeeneenne 119
IV.1.8.3  Evaluacidn de la Dilucidn Isotdpica en linea de carbono para la cuantificaciéon
de compuestos puramente orgdanicos de alto peso molecular sin estandares especificos

123

IV.1.9 APLICACION DE LA DILUCION ISOTOPICA DE CARBONO EN LINEA A COMPUESTOS
CON HETEROATOMOS EN SU ESTRUCTURA .......cooveeeeecterereteteeeesesessesesesesssessssssesesesesssssnnas 129
V.1.9.1  Bifenilos POlICIOrados ......cccueeriiiniiiiiiienie sttt sseee e 130
[V.1.9.2  BeNzZOtiOfENOS. .cccueiiiiiiiiiieteeitt ettt et st 132
(V2 2 o V1o N 2 135
IvV.2.1 DETECTORES UNIVERSALES PARA COMPUESTOS ORGANICOS EN GC. ESTUDIO DE
LA CALIBRACION INDEPENDIENTE DEL COMPUESTO. ....uoviueeireeeeieeeeeeseesee s et s nensene e 137
IV.2.1.1  Factor de respuesta y calibracién independiente del compuesto. ................ 137
IV.2.1.2 Detector de ionizacidn de lama (FID) ....c..eeeeeiueeeeeiiiieeeciiee e 139

IV.2.1.2.1 Estimacion de los factores de respuesta para la deteccion FID: calibracidon
independiente del COMPUESTO.....cciiii ittt e e e 141

IV.2.1.2.2 Métodos quimiométricos para la estimacion de los factores de respuesta
sin estandares especificos mediante GC-FID.......cc..ccoviieieiiiieeeciiee et e 145
IV.2.1.3  Espectrometro de Masas con fuente de ionizacidn electrdnica (EI-MS)........ 146
IV.2.1.3.1 Fuente de ionizacion electronica........ccceceeicieerieesiee e e eeee e eiee e 147

IV.2.1.3.2 Capacidad del detector EI-MS para la aplicacion de la calibracién

independiente del COMPUESTO.....cciiiiiiiiiiiiiiee e e 148
IV.2.1.4 Detector de Emision AtOmMIca (AED) .....cccoeeieirrerieeeeeiiirreeee e eecirreeeeeeeeennnees 150
IV.2.1.4.1 Calibracién independiente del compuesto en GC-AED.........cccccouvveeeenn. 151
IV.2.1.5  COoMPAracion CritiCa.....ccceeciueieeeiieeeiiieeeeiiereeeiee e e streeeesereeeeenereeesnreeeesneneesennes 152




Iindice

v.2.2 DETERMINACION DE ESTERES METILICOS DE ACIDOS GRASOS EN BIODIESEL:

NECESIDAD DE NUEVAS METODOLOGIAS DE ANALISIS.......c.coveeeeeeeeieeieeeeeeeeeeeeesssnens 155
IV.2.2.1 Biodiesel: marco global y normativa vigente.........cccccovveiviieeccciee e, 155
IV.2.2.2  Importancia de la determinacidn de FAMEs en biodiesel ........c.ccceecuverurennen. 158

IV.2.2.2.1 Determinacién del origen del biodiesel..........ccceeeeviviieiieeiicieeecciee e, 158
IV.2.2.2.2 Determinacion de las propiedades fisico-quimicas......c..ccceevverrvrereennnen. 164
IV.2.2.3  Determinacién de FAMEs en biodiesel B100 ........c.cccovvveerveenieeneeeniveeneeennnns 169
IV.2.2.3.1 Normativa vigente: EN 14103 ......cccccoiiiiiiiiiiiiieeeirire e 169

Iv.2.3 EVALUACION DE LA NORMA EN-14103 EN LA DETERMINACION DE LOS FAMEs

INDIVIDUALES DE UN BIODIESEL USANDO GC-FID ...cuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieieieveaeeieveeees 175
IV.2.3.1 Determinacién de los FAMEs individuales de una mezcla estdndar............... 175

IV.2.3.1.1 Evaluacién del Niumero de Carbonos Efectivo para la determinacion por
GC-FID de los FAMEs individuales en una mezcla estandar........cccoeceevvveeveeniieeeneennns 178
IV.2.3.2  Determinacién por GC-FID de los FAMEs individuales presentes en un

biodiesel de soja B100 CertifiCado.......ccoeiiiiiiiiieeeciiee et e 180
IvV.2.4 APLICACION DE LA DILUCION ISOTOPICA EN LINEA DE CARBONO A LA
CUANTIFICACION DE LOS ESTERES METILICOS DE ACIDOS GRASOS ......c.ceveveveeiieirererenenas 185

IV.2.4.1 Determinacién de los FAMEs individuales de una mezcla estandar............... 185

IV.2.4.2  Evaluacidn de la respuesta del inyector para la mezcla estdandar de FAMEs

(0820 02 5 0 TSRS 189
IV.2.4.3  Caracteristicas analiticas de la instrumentacién GC-IRMS para la cuantificacién
de los FAMEs individuales de un biodiesel...........cooiuiiiiniiiiiiiiieeeiee e 191
IV.2.4.3.1  LIN@AIAAM ...eoeueeiiiiieieeeiteeee ettt 191
IV.2.4.3.2 Resolucion CromatografiCa ........cccceccvveeieiiii ittt 192
IV.2.4.3.3  Limites de detecCion.......ccoceeriiiieiiiniieeee ettt 192
IV.2.4.4 Determinacion de los FAMEs individuales presentes en un biodiesel B100
certificado 193
IV.2.4.5 Evaluacion de patrones internos alternativos para GC-IRMS ........................ 195
IV.3  CAPITULO Il cecuenenintrerctensetsesetensetsssestssseesssesnsssessssssesssssnens 201
Iv.3.1 DESARROLLO DE UN PROCEDIMIENTO ABSOLUTO PARA LA CARACTERIZACION
QUIMICA DEL BIODIESEL (TAREA 2) ..ecvvvevevieeeeeeterereseseeeesessesesesssssssseesesesesssssssssassesesnns 202

IV.3.1.1 Cuantificacidn de los principales FAMEs constituyentes en muestras reales de

biodiesel 203

IV.3.1.2 Caracterizacién quimica: determinacion del contenido total de ésteres y del

éster metilico del Acido lNOIENICO....cccviiiiiiiiiieee e 210

IV.3.1.3  Caracterizacidn “fisica” de un biodiesel a partir de la cuantificacion de sus

principales FAMES CONSTITUYENTES .......ccccciiriiieeeciiee e ceeee e ree et seeee e e e e e e e e ennneas 211
AV e T O 1T 1o [=JE oY [« OO 212




indice

IV.3.1.3.2  NUMEIO d€ CELANOS...uuiiitieriieeiiteriee sttt sre e st e st st esaeesbeesaeesane 213
IV.3.1.3.3  Viscosidad CINEMALICA.....ceevrriiieiriiee ittt sree e e s sae e 214
IvV.3.2 DISCRIMINACION DEL BIODIESEL POR SU ORIGEN (TAREA 3) c.uvveveverriiceerennen 215
IV.3.2.1 El Analisis Cuantitativo como factor discriminante.........cccceecverevcveeeenceeennnns 216
IV.3.2.2  Andlisis Isotopico Especifico del Compuesto como factor discriminante ...... 220
IV.3.2.2.1 Eleccidn del estdndar de referencia para el célculo de 85C i, 222

IV.3.2.2.2 Determinacién del §°°C de los principales FAMEs en muestras reales de
biodiesel 223
IV.3.2.3 Combinacion de la IDMS en linea de carbono con CSIA para la discriminacion

el DIOIESE] POT SU OFIZEN ..evvveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeesseeeseeeseeeseesseeeseesseeseeseseeeseesseeesesneens 226

LY e o 1ol ¥ o =T 229
VI Publicaciones derivadas de la presente Tesis Doctoral.........ccceereneieiennnns 235
VI.1 . Publicacion cientifica 1 .........ccceeeeeeeieieieiiieiiieeieieeneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn 237
V1.2 Publicacion cientifica 2.........cceeeeeeeeeeiieeiiiiiiininnineiiniiiinieieeineeen, 237

Y L Y 4T (o e 239
VII.1 Y 1= (o e 240
VI Bibliografia .....ccceueiiiiiieciiiiiicciiiicccerceec e seenn e s sesnne e s esnnssesssannnns 251

-VI-



Iindice

Indice de Figuras

Figura 1. Principales contribuciones al desarrollo de la Espectrometria de Masas. 8
Figura 2. TIP0S de IDIMS......c.ooiiiiiiie e 11

Figura 3. Procedimiento general para la cuantificaciéon de compuestos organicos
mediante IDMS orgéanica para una muestra de composicion isotopica natural y un
trazador con n isGtopos marcados, donde a y b representan los isétopos de interés
para la medida de la relacion iSOtOPICA. .......ccevrerieeriiiieee e, 15

Figura 4. Procedimiento general para una muestra de composicion isotdpica
natural y un trazador certificado mediante IDMS inorgénica para un elemento
DIHSOtOPICO (A Y D). oo 20

Figura 5. Procedimiento empleado para la obtencion del cromatograma de flujo
molar a partir del cromatograma de intensidades y la aplicacion de la ecuacién de
la Dilucion 1SOtAPICa €N HNEA. .......coiiveiiiiiee e 27

Figura 6. Posibles configuraciones para la aplicacion de la Dilucion Isotdpica en
linea: a) en continuo, b) por inyeccion en flujo, c) en un sistema cromatografico
HPLC, y d) en un sistema cromatografico GC..........c.cccerviiniiinnieniciiecen, 32

Figura 7. Cromatograma de intensidades (a) y de flujo masico (b) para la mezcla
sintética de n-alcanos utilizada para la validacion del procedimiento de la dilucion
isotopica en linea de carbono en GC. El tetradecano fue el patrén interno
EMPIEAAOD [B7]. .o 39

Figura 8. Cromatograma de flujo maésico para la mezcla de BTEX, ésteres y
alcanos empleada para demostrar el caracter genérico del procedimiento IDMS en
linea de carbono. El n-tetradecano fue el patrén interno empleado. La identidad de
los picos cromatograficos se dan en la Tabla 1. [71] ...coooovveiieieiicieeceeccee, 41

Figura 9. Cromatograma de flujo masico para una muestra de diésel obtenido
mediante Gc-Combustiéon-MS con Dilucién Isotépica en linea de carbono. El
patrdon interno fue el burirato de hexilo. [67] ......cccoveviiieiiiiecee e, 43

-VII-



indice

Figura 10. Esquema del equipo comercial GC-Combustion-IRMS para la medida
de alta precision de las relaciones isotépicas de carbono *C/*C.......ccocveeevven.. 53

Figura 11. Procedimiento general de la Dilucion Isotdpica en linea de carbono en
cromatografia de gASES. ......ccviiveiieieie e 60

Figura 12. Esquema del primer prototipo instrumental desarrollado GC-
Combustion-(Q)MS para la aplicacion de la Dilucion Isotopica en linea de
CAMDONO0. ... 71

Figura 13. Disefio Thermo Scientific de los inyectores disponibles en el equipo
GC-Combustion-IRMS empleado: a) inyector split/splitless y b) inyector PTV.. 97

Figura 14. Procedimiento general del inyector PTV en modo splitless. ............... 99

Figura 15. Reactor de combustion disefiado por Thermo Scientific para el analisis
ISOtOPICO e CAMDONO. ... 101

Figura 16. Modos de trabajo empleados en la instrumentacion GC-IRMS: a)
Modo Backflusfy b) M0odo DireCto. ........cceveriiiiiiiiiiiceee e 103

Figura 17. Modificacion instrumental detallada para la introduccion del flujo en
linea del trazador a través del divisor de flujos localizado en el interior del horno
cromatogréfico en a) modo backflush y b) modo directo. ..........cccoecvrenninnennnn. 108

Figura 18. Cromatogramas tipo para a) el analisis isotopico especifico del
compuesto (configuracién *2CO,) y b) aplicaciones de dilucién isotopica de
carbono en linea (configuracion 3C05). .......cc.covvvveiveeireeeeeeee e 109

Figura 19. Representacion grafica de la desviacion temporal de los isotopomeros
estables del carbono debido al fraccionamiento isotopico durante la separacion
CrOMALOGIATICA. ....veviieieiieiee bbb 110

Figura 20. Cromatogramas de intensidad (a y b) y de relacion isotdpica 44/45 (c y
d) obtenidos para el n-tetradecano (8 pg C/g) mediante GC-IRMS (ay c¢) y GC-
Combustion-(Q)-MS empleando un flujo de trazador 13CO2 de 0,5 mL/min. .. 112

-VIII-



Iindice

Figura 21. Esquema de las mejoras instrumentales propuestas sobre el prototipo
original desarrollado para la Dilucion Isotopica en linea de carbono en ambas
configuraciones disponibles: a) GC-MS y b) GC-Combustion-MS. ................. 116

Figura 22. Comparacion de los factores de respuesta normalizados (area por pg
Clg inyectado) de los 16 PAHs analizados, dados por orden de elucion, durante la
optimizacion de 1a iNYeCCION PTV. ..o 121

Figura 23. Comparacion de los factores de respuesta normalizados (area por pg
Clg inyectado) de los 16 PAHs analizados, dados por orden de elucion,
empleando el inyector en modo splitless tanto en modo convencional como PTV.
Las barras de error se corresponden a la desviacion estandar para n=3.............. 122

Figura 24. Cromatograma de intensidades (a) y de flujo masico (b) para la mezcla
sintética de PAHs (8,5 pug C/g) y n-alcanos (10 pg C/g). El patron interno
empleado fue el benzo(b)fluoreno (8,5 UG C/Q). ..covvvvvveieiiiiiece e, 125

Figura 25. Comparacién de las recuperaciones obtenidas para la mezcla sintética
de PAHSs y alcanos empleando el benzo(b)fluoreno como patrén interno mediante
el procedimiento de Dilucion Isotopica en linea y mediante el célculo de factores
de respuesta para m/z 44. La incertidumbre esta expresada como la desviacion
ESTANCAN PANA NT5. ...ttt 127

Figura 26. Ampliacion del cromatograma de intensidades obtenido para mezcla
sintética de PAHSs y n-alcanos. Correccion del flujo de trazador en linea sobre los
primeros compuestos Organicos ElUIdOS. .........ccoviiviiiiieieee s 128

Figura 27. Cromatograma de flujo masico para la mezcla estandar de PCBs (15
Hg/g). El patron interno utilizado fue el octadecano (9 g C/@). .occoovvvvvvvvennnne. 131

Figura 28. Recuperaciones obtenidas para la mezcla estandar de PCBs (azul) y
benzotiofenos (rojo) empleando el octadecano y pentadecano, respectivamente
para la obtencion de los datos cuantitativos. La incertidumbre esta expresada
como la desviacion estAndar Para N=3. ..o 132

Figura 29. Cromatograma de flujo masico para la mezcla de benzotiofenos (7 pg
C/qg). El patron interno utilizado fue el pentadecano (17 g C/Q). ..ccoovvvvvvvennene. 133

-1 X-



indice

Figura 30. Esquema del detector de ionizacion de llama. ............cccocveveiieieennnne 140

Figura 31. Diagrama de una fuente de ionizacidn electronica en espectrometria de
LT S F O TSRO RRUPRRPPI 147

Figura 32. Esquema del detector de emision atomica (AED) para GC............... 150

Figura 33. Esquema del proceso de transesterificacion normalmente empleado
para la obtencion de DIOIESEL. ..........ccceiiiiiiie e 160

Figura 34. Perfil del biodiesel basado en soja, colza y palma segun la composicién
de SUS FAMES MAYOITTAITOS. ......ooviiviiiiiieeieieie sttt 163

Figura 35. Perfil del biodiesel basado en colza y canola a partir de la composicion
de SUS FAMES MAYOITTAITOS. ......oviiviiiiiieeieieie ettt 163

Figura 36. Cromatograma de la mezcla de FAMEs constituida por los FAMEs
pares y saturados C4:0-C24:0 y los FAMEs C18 insaturados C18:1, C18:2 y
C18:3. El patron interno utilizado fue el hepatdecanoato de metilo (C17:0)...... 176

Figura 37. Comparacion de las recuperaciones, expresadas en %, obtenidas
mediante GC-FID, empleando el procedimiento del porcentaje de areas (barras en
azul) y tras su correccion por ECN (barras en gris). Las barras de error se
corresponden a la desviacion estdndar obtenida para n=5. ..........cccceevrernienennn. 179

Figura 38. Perfil cromatografico de los FAMEs presentes en el SRM 2772 basado
en soja obtenido mediante GC-FID. El patron interno utilizado fue el
heptadecanoato de Metilo (CL7:0)......cccuviiiriiiiieie e 181

Figura 39. Cromatograma de intensidades (a) y de flujo masico (b) para la mezcla
estindar de FAMEs (15 pg C/g). El patron interno empleado fue el
heptadecanoato de metilo (10 G C/Q). ..ovieeieiiiiieieeisee e 187

Figura 40. Comparacion de los factores de respuesta normalizados (area por pg
Clg inyectado) de los 9 FAMEs analizados, dados por orden de elucion,
empleando inyeccion splitless e inyeccion PTV y Dilucion Isotdpica de Carbono.
Las barras de error se corresponden a la desviacion estandar para n=5.............. 190




Iindice

Figura 41. Cromatograma de intensidad obtenido para el hexanoato de metilo
(C16:0) mediante GC-IRMS. ..o 193

Figura 42. Perfil cromatografico de los FAMESs presentes en el SRM 2772 a través
del cromatograma de flujo masico obtenido mediante GC-combustion-IRMS. El
patrén interno utilizado fue el heptadecanoato de metilo (C17:0). .......c..cucn...... 194

Figura 43. Perfil cromatografico de los biodiesel basados en soja (a) biodiesel
mejicano SME-mx y (b) biodiesel brasilefio SME-br, obtenido tras la aplicacion
de la Dilucion Isotopica en linea de carbono. EI FAME C17:0 fue el patrén
INEEMNO ULHIIZAAO. ... e 205

Figura 44. Perfil cromatografico de los biodiesel basados en canola (a) biodiesel
americano CME-us y (b) biodiesel aleman RME-de, obtenido tras la aplicacion de
la Dilucion Isotopica en linea de carbono. EI FAME C17:0 fue el patrén interno
1] 1172 Lo [ SR 206

Figura 45. Perfil cromatografico del biodiesel desconocido UME-es obtenido tras
la aplicacién de la Dilucion Isotdpica en linea de carbono en linea. EI FAME
C17:0 fue el patron interno Utilizado...........cocoveiieiinciscee e, 208

Figura 46. Comparacion estadistica del test-t de Student de la concentracion de
FAMEs encontrada en las muestras reales de biodiesel. El método EN 14103 GC-
FID fue considerado COMO FrEFEIENCIAL . ..vveveee oot 210

Figura 47. Representacion grafica de la correlacion entre las concentraciones de
los FAMEs C18:1 y C18:2 como parametro para la discriminacion del biodiesel
POF SU OFGEN VEGETAL. ..ot 217

Figura 48. Comparacion de la concentracion de los FAMEs mayoritarios del
biodiesel desconocido UME-es con los de un biodiesel virtual formado a partir de
la mezcla de un biodiesel basado en palma y soja en una proporcién 80:20. ..... 218

Figura 49. Anaélisis de componentes principales realizado a partir de la
concentracion de los principales FAMEs individuales del biodiesel en diferentes
muestras de origen vegetal y geografico. Los marcadores circulares representan

-X|-



indice

los datos recogidos en la literatura y los marcadores romboides las muestras
analizadas en eSte ESTUIO. .........eiiiiiiiieieiee e 219

Figura 50. Cromatograma modelo obtenido mediante GC-IRMS para el calculo de
83C de los FAMEs mayoritarios del biodiesel basado en soja SME-mx........... 221

Figura 51. Huella dactilar de 5'°C para las cinco muestras de biodiesel analizadas.
El 6'°C del FAME C18:1 fue utilizado como estandar interno de referencia. .... 224

Figura 52. Analisis de componentes principales realizado a partir de los §°C de
los principales FAMEs individuales del biodiesel en diferentes muestras de origen
vegetal Y gEOGIATICO. ...oiuiiiiiiece e 225

Figura 53. Andlisis de componentes principales realizado a partir de la
concentracion y los §°C de los principales FAMEs individuales del biodiesel en
diferentes muestras de origen vegetal y geografico. ........c.cccovevieveiicii e, 226

-X1I-



Iindice

Indice de Tablas

Tabla 1. Resultados cuantitativos de la mezcla de BTEX, ésteres y n-alcanos
obtenidos durante la validacion de la metodologia. La incertidumbre esta
expresada como la desviacion estandar para Nn=5. [71] .....ccccevevievieiieiicieeee, 42

Tabla 2. Comparacién de la recuperacion absoluta obtenida para tres tipo
diferentes de fibras SPME empleando la Dilucidn Isotdpica en Linea de Carbono.
La incertidumbre esta expresada como la desviacion estandar para n=3 [71]. .....44

Tabla 3. Condiciones experimentales GC-IRMS empleadas en el estudio de
compuestos de alto punto de ebullicién y con heterodtomos en su estructura. ..... 56

Tabla 4. Condiciones experimentales GC-MS para la identificacion de PAHSs,
PCBS Y henzotiofeN0S. .......cccoviiiiiicc et 57

Tabla 5. Condiciones cromatograficas utilizadas para la separacion, cuantificacion
y célculo de 613C de FAMEs mediante GC-combustion-IRMS y GC-FID. ........ 58

Tabla 6. Isotopd6logos de la molécula de CO2 y contribucién de cada uno de ellos
a las masas 44, 45 y 46, caracteristicas de los analisis GC-IRMS. ..........c..c......... 82

Tabla 7. Amplificacion de las copas de Faraday para m/z 44, 45 y 46 en las dos
configuraciones de trabajo disponibles. ..., 104

Tabla 8. Resultados cuantitativos para la mezcla sintética de PAHs y n-alcanos
mediante la aplicacion de la Dilucion Isotopica en linea de carbono y a través de
la respuesta genérica del GC-IRMS para m/z 44. Se utilizé el benzo(b)fluoreno
como patron interno genérico. La incertidumbre esta expresada como la
desviacidn estandar Para N=5. ...cc.ecviiiiie e 126

Tabla 9. Contribucion del ndimero de carbonos efectivo empleado para la
prediccion de los factores de respuesta en GC-FID. ........ccoceviiiniiiniiicicnnn 143

Tabla 10. Caracteristicas analiticas de los detectores universales para compuestos
organicos en GC cuando se emplea la CIC para el carbono. ..........cccccevvvrvnenee. 154

Tabla 11. Especificaciones para biodiesel de acuerdo a la Norma EN 14214. ... 157

-XI11-



indice

Tabla 12. Nombre comun, nomenclatura, férmula molecular y peso molecular de
los FAMEs tipicamente encontrados en un biodiesel (aparecen resaltados en gris
[0S FAMES Predominantes)..........cciveiiiiieieesiesie e esiesiee e e ste e e e ne e e 160

Tabla 13. Contenido de los FAMEs (%m/m) C6:0-C24:1 encontrados en los
biocombustibles de origen vegetal mas representativos. Resaltados en gris se
encuentran los FAMES recogidos por la norma EN 14103:2003..............c......... 172

Tabla 14. Recuperaciones obtenidas para los compuestos individuales de la
mezcla de FAMEs empleando el C17:0 como patrén interno. La incertidumbre
esta calculada como la desviacion estandar para N=5. ..........c.cccccvevviveveevnennn, 177

Tabla 15. Concentraciones certificadas o de referencia para los Esteres Metilicos
de Acidos Grasos del SRM 2772. *Valores de referencia. ............ccoevvvevevennens, 180

Tabla 16. Comparacion de las recuperaciones obtenidas de los FAMEs
individuales del SRM 2772 aplicando la norma EN 14103 y corregida por ECN.
El FAME C17:0 se utiliz6 como patrén interno. La incertidumbre corresponde a
la desviacidn estandar para n=5. *Valor de referencia............ccccoccvvveviivieinenns 183

Tabla 17. Comparacion de las recuperaciones obtenidas tras la determinacion
individual de los FAMEs de una mezcla estandar (C4:0-C24:0) mediante GC-
IRMS con Dilucidn Isotopica en linea de carbono y GC-FID, aplicando la norma
EN 14103, y aplicando la correccion del ECN. La incertidumbre se da como la
desviacion estandar para n=5. El patron interno utilizado fue el FAME C17:0. 189

Tabla 18. Comparacion de las recuperaciones cuantitativas obtenidas de los
FAMEs individuales del SRM 2772 mediante GC-IRMS y GC-FID sin el empleo
del ECN. EI FAME C17:0 se utiliz6 como patron interno..........cccceecevevervrinnne. 196

Tabla 19. Comparacion de las recuperaciones cuantitativas obtenidas de los
FAMEs individuales del SRM 2772 mediante GC-IRMS y GC-FID sin el empleo
del ECN teniendo en cuenta el porcentaje del FAME C17:0 presente en el
biodiesel. EI FAME C17:0 se utilizd como patron interno. ..........cccceeevervrennnns 197

Tabla 20. Recuperaciones calculadas de los FAMEs individuales de la mezcla
estdndar de los FAMEs pares y saturados C4:0-C24:0 y de los FAMEs C18
insaturados obtenidos mediante GC-IRMS examinando diferentes compuestos

-XIV-



Iindice

como patron interno. Las incertidumbres indican las desviaciones estandar para

Tabla 21. Comparacion de las recuperaciones obtenidas para los FAMES
individuales del SRM 2772 mediante GC-IRMS y GC-FID empleando patrones
internos de diferente NAtUFAIEZA. ...........c.oovieiiiiiiiec e 200

Tabla 22. Concentracion de los FAMEs individuales, expresada en mg/g, de las
cinco muestras de biodiesel analizadas, obtenida mediante Dilucion Isotopica en
linea de carbono (utilizando dos patrones internos diferentes) y comparada con la
obtenida mediante GC-FID. ........ccccooviiiiiiiiece e 209

Tabla 23. Contenido total de los ésteres metilicos y del éster metilico de &cido
linolénico, expresado en porcentaje en masa, de las cinco muestras de biodiesel
analizadas, obtenida mediante Dilucién Isotépica de carbono en linea (utilizando
dos patrones internos diferentes) y comparada con la obtenida mediante GC-FID.

Tabla 24. indice de iodo de las cinco muestras de biodiesel analizadas, obtenido
mediante Dilucién Isot6pica en linea de carbono (utilizando dos patrones internos
diferentes) y comparado con el obtenido mediante GC-FID. .........c..cccccevvvneee. 212

Tabla 25. Numero de cetanos de las cinco muestras de biodiesel analizadas,
obtenida mediante Dilucién Isotdpica en linea de carbono (utilizando dos patrones
internos diferentes) y comparados con los obtenidos mediante GC-FID............ 214

Tabla 26. Viscosidad cinematica de las cinco muestras de biodiesel analizadas,
obtenida por la cuantificacion de los FAMEs mayoritarios mediante Dilucion
Isotopica en linea de carbono (utilizando dos patrones internos diferentes) y
comparados con los obtenidos mediante GC-FID.........c.cccooevveveiievneciesienen, 215

Tabla 27. 613C calculado para el estandar de referencia (C11, C15, y C20) y para
los pulsos de CO2 tomando cada uno de los compuestos certificados como
referencia. La incertidumbre asociada se da como la desviacion estandar para

-XV-



indice

Tabla 28. 813C de los principales FAMEs de las muestras de biodiesel de origen
vegetal, calculados mediante GC-IRMS. La incertidumbre asociada se

corresponde con la desviacion estandar para N=5. .........cccccccevveviverecie s esie s 223

-XVI-



| Introduccion







Introduccién

Desde 1997 el analisis por Dilucién Isotdpica con Espectrometria de Masas esta
considerado un método primario de analisis directamente trazable al Sistema
Internacional de unidades [1]. Hoy en dia esta metodologia se utiliza para la
medida de elementos y compuestos organicos por la alta calidad metrologica de
los resultados que proporciona, teniendo un especial interés en la certificacion de
patrones y materiales de referencia.

Es una metodologia resolutiva capaz de dar respuesta a la problematica existente
en la cuantificacion de manera exacta y precisa de elementos o compuestos
organicos en muestras de diferente naturaleza. Ademas, se han desarrollado
diversos modos de cuantificacion complementarios que permiten la eleccion de la
metodologia més adecuada para cada aplicacion concreta, proporcionando a la
técnica una alta flexibilidad. La Dilucion Isotopica emplea un gran nimero de
herramientas matematicas que requieren un gran esfuerzo inicial para su
comprension completa pero que resultan muy utiles para la obtencion de
resultados de alta calidad y para simplificar finalmente los tiempos y costes del
analisis.

En 2009 surge un nuevo modo de Dilucion Isotopica para la cuantificacion de
compuestos organicos a partir de la deteccidn de carbono, que ha supuesto un gran
avance para la Quimica Analitica. Se ha desarrollado un detector genérico y
universal que no requiere el uso de estandares especificos ni calibraciones
externas. Este nuevo modo de Dilucién Isotdpica es especialmente Gtil cuando no
se dispone de los estandares de abundancia natural para la cuantificacion por
calibracion o los andlogos marcados para la aplicacién de la dilucidn isotopica
convencional.

A lo largo de esta introduccion se tratara de dar una vision global del analisis por
Dilucién isotopica con Espectrometria de Masas con el objetivo de mostrar la
evolucion y el alcance de la metodologia. Esto ofrecera una mejor comprensién de
la aparicion, desarrollo y aplicabilidad de la Dilucion Isotdpica en Linea de
Carbono como detector genérico de compuestos organicos, metodologia en la
cual se basa la presente Tesis Doctoral para adaptarla a nuevos equipos y
desarrollar nuevas aplicaciones.
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.1  ANTECEDENTES HISTORICOS DE LA ESPECTROMETRIA DE
MASAS

La evolucion del andlisis por Dilucion Isotépica ha dependido en gran medida del
desarrollo de la Espectrometria de Masas asi como de la disponibilidad de los
elementos y compuestos enriquecidos isotopicamente. En la

Figura 1 se han recogido de manera esquematica las principales contribuciones al
nacimiento y desarrollo de la Espectrometria de Masas asi como sus aplicaciones
en diferentes campos cientificos, con el fin de contextualizar el descubrimiento de
los isotopos y la aparicion del analisis por Dilucion Isotopica empleando la
Espectrometria de Masas.

I.1.1 Descubrimiento de los is6topos y evolucién de la Espectrometria de
Masas

La existencia de los is6topos surgid a finales del siglo XIX en base a la medida de
los pesos atdmicos de algunos elementos. Los elementos més ligeros presentaban
todos ellos pesos atomicos que se correspondian a nimeros enteros, a excepcion
del cloro (35,5). Este hecho quebrantaba la conocida “regla del nimero entero”
formulada por W. Prout en 1815, la cual postulaba que las masas atomicas de los
elementos eran multiplos de la masa del hidrégeno [2]. Sin embargo, no fue hasta
1927 cuando F. W. Aston explicd la anomalia en el peso atomico del cloro
[3][4][5]. Gracias al trabajo desarrollado por J. J. Thomson [6][7][8]y por A. J.
Dempster [9], Aston descubri6 la existencia de los dos is6topos del cloro a masas
35 y 37 con abundancias relativas de 0,758 y 0,242, respectivamente. Este hecho
explicaba el peso atdmico observado para el cloro de 35,5 g/mol. En 1925 se
conocia la composicion isotopica de unos 50 elementos quimicos y en 1948 el
nimero aumentd hasta 83, gracias principalmente a los trabajos de Aston y
Dempster.

La contribucion de A. Nier durante los afios 40 en el desarrollo instrumental de
nUevos equipos Yy su repercusion en el campo clinico y geocronoldgico marcé un
antes y un después en la Espectrometria de Masas [10][11][12][13]. La separacion
de los is6topos de Uranio [14] en plena Il Guerra Mundial, junto con el interés por
la industria en el analisis de hidrocarburos, estimul6 la construccion y produccion
de nuevos espectrometros de masas. Asi, a partir de los afios 50 se desarrollaron y
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comercializaron nuevos analizadores y fuentes de ionizacién que permitieron el
analisis de un gran nimero de moléculas. El desarrollo de la fuente de ionizacién
de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) fue un gran avance en analisis
inorgénico, convirtiéndose en la técnica mas utilizada actualmente en el analisis
elemental de trazas y ultratrazas [15]. Por otra parte, la posibilidad del
acoplamiento de técnicas de separacion cromatogréaficas a la Espectrometria de
Masas provoco un gran aumento en el numero de aplicaciones. Actualmente, la
Espectrometria de Masas est4 considerada una técnica totalmente consolidada que
se estd imponiendo de manera progresiva en los laboratorios de rutina.

1.1.2 Composicién isotopica de los elementos

Las abundancias isotdpicas de los elementos son practicamente constantes en la
naturaleza. Sin embargo, existen pequefias diferencias para algunos elementos
debidas fundamentalmente a procesos de decaimiento nuclear o fraccionamiento
isotopico. Nier introdujo en 1939 el concepto de la medida de relaciones
isotépicas en datacion de minerales. Describi6 que los is6topos de 2°’Pb, 2%°Pb y
2%ph eran productos del decaimiento radioactivo del *°U, *®uU y %2Th,
respectivamente [10] [11], haciendo que la composicidn isotdpica del plomo no
sea constante en la naturaleza y dependa de la fuente del mineral. EXxisten otros
elementos, denominados radiogénicos, que proceden de series de desintegracion
radiactivas y que presentan una variacion en su composicion isotépica similar a la
del plomo. Por otro lado, existen procesos fisicos, quimicos y bioldgicos que
favorecen el enriquecimiento de un is6topo sobre otro dando lugar a pequefias
variaciones en la composicion isotopica de algunos elementos. En 1931 H. Urey
observo diferencias en la composicion isotopica del hidrogeno al analizar
diferentes materiales naturales. Cinco afios més tarde, A. Nier estudio la relacion
isotépica 2C/*3C en diferentes fuentes de carbono, observando una incorporacion
preferencial de *C en la formacion de algunas rocas [12]. El estudio de la
variacion de la composicién isotopica de los elementos ha sido una herramienta
muy Util para el desarrollo de nuevas aplicaciones, asi como para la produccion de
isdtopos enriquecidos.

Cuando se aplica el andlisis por Dilucion Isotdpica con Espectrometria de Masas
(IDMS), las abundancias de los elementos se consideran constantes debido a que
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las incertidumbres en la composicién isotopica de los elementos proporcionadas
por la IUPAC debidas a las variaciones naturales, no son muy significativas y
pueden ser ignoradas en la mayoria de los casos.
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Figura 1. Principales contribuciones al desarrollo de la Espectrometria de Masas.
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1.2  EL ANALISIS POR DILUCION ISOTOPICA

1.2.1 Concepto del Analisis por Dilucién Isotépica (ID).

El analisis por Dilucién Isotdpica se basa en la modificacion de la composicion
isotopica de un elemento o compuesto presente en una muestra, mediante la
adicién de una cantidad conocida de una forma enriquecida o marcada del mismo
elemento o compuesto, al que generalmente se denomina trazador [16].

Actualmente, el andlisis por Dilucién Isotépica mas extendido es el que utiliza
isGtopos estables y se basa en la medida de las abundancias o relaciones isotopicas
de la mezcla y el trazador con un espectrébmetro de masas para cuantificar
elementos 0 compuestos de manera exacta y precisa. Gracias al desarrollo
instrumental ha sido posible el estudio y la optimizacion de los diferentes factores
que afectan a la calidad de la medida de las relaciones isotdpicas, de la cual
depende la exactitud y precision de los resultados.

La IDMS con isotopos estables se puede considerar una variacion de la ID
radioquimica que consiste en medir la disminucion en la actividad de un elemento
radiactivo al diluirlo con el mismo elemento en su forma no activa. La ID
radioquimica fue muy utilizada tras la 1l Guerra Mundial debido al bajo coste para
el enriquecimiento de isotopos, la disponibilidad de elementos y compuestos
radiactivos, y por el desarrollo de detectores de radiactividad comerciales. Sin
embargo, el handicap de utilizar una segunda técnica analitica como la
gravimetria o volumetria para determinar la cantidad de analito hizo que este tipo
de ID no se pudiera utilizar en el anélisis de trazas y ultratrazas, ya que la
sensibilidad estaba limitada por esta segunda técnica. Actualmente, la ID
radioquimica no se utiliza en determinaciones analiticas y su uso esta limitado a
experimentos in vivo e in vitro en sistemas bioldgicos.

1.2.2 Ventajas del analisis por Dilucion lIsotépica con Espectrometria de
Masas

El analisis por Dilucién Isotopica proporciona una serie de ventajas unicas con
respecto a otras formas de medida que merecen ser nombradas de manera
conjunta para comprender su verdadero potencial.
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Una vez alcanzado el equilibrio isotopico entre la muestra y el trazador, cualquier
pérdida de sustancia no afectara al resultado final ya que la relacion isotopica R,
se mantendra constante durante todo el proceso. Del mismo modo, las posibles
transformaciones del analito durante la preparacion de la muestra serén
igualmente corregidas ya que las propiedades fisico-quimicas del analito y el
trazador son practicamente las mismas. Del mismo modo, cambios en la
sensibilidad instrumental debidos a efectos de matriz o deriva de la sefial serén
igualmente corregidos y no afectaran al resultado final.

La incertidumbre en la medida de la concentracion dependera Unicamente de la
incertidumbre de la relacion isotopica medida, la cual se puede determinar con
alta exactitud y precision mediante Espectrometria de Masas. Ademas,
dependiendo del tipo de analito, el empleo del andlisis por Dilucion Isotopica
puede proporcionar la cantidad de analito en una muestra sin la necesidad de
calibrados metodoldgicos con el consecuente ahorro de tiempo y dinero.

Por dltimo, el analisis por Dilucion Isotopica con Espectrometria de Masas esta
considerado un método primario relativo de medida por el Comité Consultivo
para la Cantidad de Materia (CCQM) [1], ya que permite conocer todas las
posibles fuentes de error haciendo que el proceso de medida sea directamente
trazable al Sistema Internacional de unidades y proporcionando resultados de alta
calidad metroldgica.

1.2.3 Diferentes tipos de IDMS

Existen diferentes clasificaciones y modos de trabajo en el analisis por Dilucion
Isotopica con Espectrometria de Masas. Dependiendo de qué marca isotopica se
utilice se puede distinguir entre IDMS organica (marca isotépica en 3C, ?H, *N y
'80) o inorganica (marca isotépica en elementos diferentes al C, H, N 'y O). Segin
la fuente de ionizacion puede ser IDMS elemental (TIMS, ICP) o molecular (El,
ESI, etc.). Dependiendo de cuando se afiada el trazador distinguiremos entre
IDMS especifica (trazador andlogo al analito introducido al inicio del analisis) o
en linea (trazador genérico que se afiade de manera continua).

En la Figura 2 se muestra un esquema de esta clasificacion.
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‘ Andlisis por Dilucion Isotopica

(IDMS)
\
Inorganico (elemental o molecular) Organico (molecular)
(marca isotopica: elemento diferente de H, C, N y O) (marca isotopica: 2H, 13C, 15N y 180)
1 \
\ | \ \
Totales L Especifico En linea
(20Hg, 81Br, 5Fe) =295 el (3C-PAHSs, 2H-VOCs) (3C0,)
I
\ |
Especifico

En linea
(®5Cu, %Fe)

‘ (CH,%Hg, CH,19SnCH,)

Figura 2. Tipos de IDMS.

La Dilucion Isotopica en linea se abordara de manera independiente en los
epigrafes 1.3 y 1.4 de la introduccién debido principalmente a su aparicion mas
reciente, al empleo de ecuaciones y procedimientos caracteristicos, y por ser el
modo de Dilucién Isotopica utilizado en el desarrollo de la presente Tesis
Doctoral.

1.2.3.1 IDMS Organica

Las primeras aplicaciones donde se utilizaron is6topos estables enriquecidos para
el analisis por dilucién isotdpica con Espectrometria de Masas se remontan a 1939
y 1940 [17] [18]. Rittenberg y Foster desarrollaron un nuevo método de
cuantificacion de compuestos organicos en mezclas complejas. Emplearon
aminoacidos marcados en N y &cidos grasos marcados en deuterio para el
analisis cuantitativo de hidrolizados de proteinas. La ecuacion [1] fue la utilizada
por Rittenberg y Foster para la cuantificacion y es considerada la ecuacion de la
dilucion isotopica original en analisis organico [19]:

r= (CC—O 1) X g

Donde Y es la cantidad de analito a determinar, X es la cantidad de compuesto
marcado afadido, Cq es el enriquecimiento isotdpico del compuesto marcado y C
es el enriquecimiento de la fraccion aislada de la muestra.

-11-
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A partir de 1945, los estudios metabdlicos comenzaron a desarrollarse con
isétopos radioactivos debido al descubrimiento del **C y su alta disponibilidad
después de la Il Guerra Mundial. Solamente, se continué utilizando el N y **0
por la falta de is6topos radioactivos para estos elementos. Durante los afios 70, la
IDMS en analisis orgénico reaparece con gran fuerza debido fundamentalmente a
los avances instrumentales realizados, a la creciente comercializacion de los
espectrometros de masas y a la mayor disponibilidad de los compuestos marcados
isotopicamente. Es también en los afios 70 cuando comienza a desarrollarse el
fundamento teoérico de la IDMS organica a partir de las ecuaciones bien
establecidas en IDMS inorganica.

La IDMS orgénica tradicional requiere la adicion a la muestra de un compuesto
analogo al analito, enriquecido en uno o varios atomos de *C, ?H, *N u *%0. Al
igual que en IDMS inorganica, el principio béasico reside en obtener la
concentracion del analito a partir de la medida de la relacién isotdpica en la
muestra adicionada, la cual debe mantenerse constante a lo largo de todo el
procedimiento analitico. Sin embargo, hay ciertas limitaciones en la medida de las
distribuciones isotdpicas moleculares que no permiten la aplicacion de las
ecuaciones de la dilucién isotépica inorgénica. Este hecho marca una diferencia
clara respecto a los procedimientos empleados para andlisis inorganico y obliga
habitualmente a la construccion de una grafica de calibracion. En este caso, el
trazador isotdpico se utiliza como un patron interno analogo al analito a
determinar, siendo ésta la mejor eleccién para procedimientos de calibracion con
patrén interno.

1.2.3.1.1 Ecuaciones de la Dilucion Isotopica organica

En 1976 Pickup y McPherson [20] adaptaron la ecuacion de la Dilucion Isotopica
inorganica propuesta previamente por Hitenberg [21] haciendo posible el analisis
de moléculas organicas por Dilucion Isotopica bajo los mismos criterios
establecidos. El desarrollo de la ecuacién comienza considerando el nimero de
moles 0 moléculas de un compuesto organico presente en la muestra Ny y el
numero de moles o moléculas del mismo compuesto con una o varias posiciones
marcadas isotopicamente N,. Por tanto, el nimero de moles del compuesto en la
mezcla N, resultante vendra dado por:
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N, = N; + N, [2]

De la misma manera se pueden establecer balances de masa para los dos is6topos
del elemento sobre el que se realiza la marca en la molécula, donde el is6topo a se
refiere al isotopo de referencia para el compuesto de abundancia natural y el
isétopo b al is6topo de referencia para el trazador:

N = N¢ + N¢' [3] Ny = N+ N{ [4]

Dividiendo ambas ecuaciones se obtiene la relacion isotopica en la mezcla R,,.
Teniendo en cuenta las abundancias de los isotopos a y b en la muestra, A% y A%,
y en el trazador, A? y A, la relacion isotopica en la muestra se puede expresar de
la siguiente manera:

N&  N&+ NE  N,AL + NA?
ONE O NP4+ NP ONGAR + N AP

R, [5]
Hasta este momento el desarrollo de la ecuacién para analisis inorganico y
organico es exactamente el mismo. Sin embargo, debido al desconocimiento de la
composicion isotdpica del trazador, Pickup y McPherson adaptaron esta ecuacion
a una grafica de calibracién dividiendo numerador y denominador por el nimero
de moles del trazador:

%A? + A

= N ]

EAS + A7
La ecuacion [6] es la forma béasica de la ecuacion de la Dilucion Isotdpica
organica. Cuando se evita el solapamiento espectral entre el compuesto natural y
el marcado isotopicamente por el empleo de un ndmero suficiente de isotopos
marcados, la ecuacion [6] adopta un comportamiento lineal. La ausencia de
solapamiento espectral indica que la abundancia de la masa b en el compuesto de
abundancia natural es cero y que la abundancia de la masa a es igualmente cero en
el analogo marcado (trazador). Bajo estas condiciones la ecuacion [6] se reduce a
la siguiente ecuacion:

13-



Introduccion

AL =0,42=0 R _ AN [7] [7]
s — Uy — m = b a1

A? N,
Representando la relacion isotopica medida frente a la relacién molar N, /N, para
cantidades crecientes de analito de abundancia natural adicionado con la misma
cantidad de analogo marcado, se obtiene una recta de calibracion de pendiente
A%/ AP y ordenada en el origen cero. La principal ventaja de este modelo lineal de
calibracion es que no es necesario conocer la composicion isotopica del
compuesto natural ni del andlogo marcado asi como la concentracion exacta del

trazador siempre que sea constante en los estandares y en las muestras.

La desventaja de usar trazadores con multiples isotopos enriquecidos (por
ejemplo, varios *C en la molécula) que evitan el solapamiento espectral hace que
puedan aparecer efectos isotopicos a lo largo del procedimiento, ya que la
diferencia en masa entre analito y trazador pasa a ser apreciable. Para evitar esto,
otras aproximaciones de tipo polinémico o hiperbdlico han sido desarrolladas
utilizando trazadores minimamente marcados que presentan solapamiento
espectral con el analito. Sin embargo, estos modelos no lineales no se han
aplicado tan ampliamente como el ajuste lineal [22][23].

1.2.3.1.2 Procedimiento analitico general

El procedimiento analitico general consiste en construir una grafica de calibrado.
Para ello es necesario afiadir una cantidad conocida y constante de trazador sobre
cantidades crecientes tanto de un estdndar del analito de interés de abundancia
natural como sobre la muestra. ES importante conocer aproximadamente la
cantidad de analito que podria haber en la muestra para afiadir la cantidad de
trazador dptima que genere el minimo error en la determinacion. En general, en
IDMS orgénica una relacion analito/trazador de uno se suele considerar optima.
La Figura 3 muestra el procedimiento general seguido para la cuantificacion de un
compuesto organico mediante IDMS cuando no existe solapamiento espectral
entre el analito y el trazador, y los efectos isotdpicos no estan presentes.

Un requisito fundamental en procedimientos de ID es que se alcance el equilibrio
isotopico entre el analito y el trazador para que la relacién isotopica entre ambos
sea constante a lo largo de todo el procedimiento, y no se produzcan desviaciones
en la relacién isotopica medida.
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Figura 3. Procedimiento general para la cuantificacion de compuestos organicos
mediante IDMS organica para una muestra de composicion isotopica natural y un
trazador con n is6topos marcados, donde a y b representan los isétopos de interés para
la medida de la relacidn isotopica.
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La IDMS organica emplea técnicas hibridas en las que una técnica cromatografica
se acopla a una técnica de deteccion por Espectrometria de Masas con el objetivo
de separar el analito del resto de los compuestos organicos presentes en la muestra
y evitar asi posibles interferencias espectrales. Las sefiales obtenidas a partir de
una separacion cromatografica se denominan transitorias y la medida de la
relacion isotopica en este tipo de sefiales se realiza a través de la relacion de las
areas de pico a las masas seleccionadas para el compuesto natural y el andlogo
marcado. Representando la relacion isotopica medida R,, frente a la fraccion
molar Ng/N, se obtiene una recta de pendiente A%/A? y ordenada en el origen
cero.

1.2.3.1.3 Instrumentacién

Los instrumentos GC-MS y LC-MS son los méas habituales en la IDMS orgéanica
empleando como fuentes de ionizacion la ionizacion electronica (El) y el
electrospray (ESI) respectivamente, y como analizadores el cuadrupolo (Q) vy el
triple cuadrupolo (QQQ).

Los trazadores que se usan son compuestos analogos al analito pero enriquecidos
en 3C, ?H, N u 0 y muestran por lo general el mismo tiempo de retencién. Sin
embargo, dependiendo del nimero de atomos enriquecidos con los que se marque
la molécula pueden producirse efectos isotopicos que originan la elucion a
tiempos ligeramente distintos [24]. En estos casos, cambios en la sensibilidad
instrumental no podran ser corregidos provocando un error en la determinacion.
Este efecto es mas pronunciado en la fuente de electrospray que en la fuente de
ionizacion electronica. La fuente de electrospray, empleada en LC, se ve mas
afectada por las sustancias presentes en la matriz, las cuales pueden provocar la
supresion de la ionizacién y por lo tanto una disminucion especifica de la sefial.
También, los gradientes empleados en cromatografia liquida, tanto de sales como
de modificadores organicos, afectan a la eficacia del electrospray.

1.2.3.1.4 Aplicaciones IDMS en analisis organico

La IDMS organica comenzd a cobrar protagonismo en el escenario de la quimica
analitica a partir de los afios 70. Debido a la complejidad de la matriz en la que se
encuentran inmersas la mayoria de las moléculas organicas resulté imprescindible
el uso de esta técnica para alcanzar la exactitud y precision requeridas en el
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analisis. En los ultimos afios se han publicado trabajos en andlisis medioambiental
[25], toxicoldgico y clinico [26], y en estudios metabdlicos de biomarcadores y
biomoléculas [27].

En la actualidad, uno de los principales retos de las ciencias analiticas y
bioanaliticas es el andlisis cuantitativo de proteinas o protedmica cuantitativa [28]
[29]. Esta informacion es de crucial importancia para el diagnéstico de
enfermedades, terapias o el desarrollo de farmacos [30]. En los Gltimos afios se
han logrado desarrollar diferentes procedimientos basados en IDMS orgéanica
empleando aminoéacidos, péptidos o proteinas marcados para la determinacion
exacta de la concentracion de las proteinas existentes en diferentes sistemas
bioldgicos [31] [32].

Cabe destacar que en 1975 el NIST (National Institute of Standadrs and
Technology) comenzd a certificar materiales de referencia de interés clinico
(glucosa y colesterol) mediante IDMS [33] y hoy en dia es la técnica que se
emplea para la certificacion de materiales de referencia.

1.2.3.2 IDMS Inorgénica.

El fundamento de la Dilucion Isotépica en analisis inorganico para un elemento
biisotopico (a y b) consiste en la mezcla del elemento de abundancia natural,
donde el is6topo a es el isétopo de mayor abundancia, con el trazador que esta
altamente enriquecido en el is6topo b, is6topo de menor abundancia en el
elemento de abundancia natural. La composicion isotopica de la mezcla sera
intermedia entre la del elemento de abundancia natural y la del trazador y
dependera de la cantidad inicial afiadida de muestra y de trazador.

1.2.3.2.1 Ecuaciones de la Dilucion Isotopica inorganica
Dilucion isotopica simple

Las primeras ecuaciones para el analisis por Dilucion Isot6pica inorganica fueron
descritas por R.T. Jamieson y H. Hintenberger en 1956. Propusieron dos
alternativas de calculo, basadas en abundancias y relaciones isotOpicas, para
obtener directamente y de forma absoluta la concentracion de un elemento natural
en una muestra dada [21].
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La ecuacién [8] es la forma maés basica de la ecuacién de la Dilucion Isotdpica
inorganica y se obtiene a partir de la realizacion de operaciones béasicas desde la
ecuacion [5]. Conociendo el nimero de atomos o moles afiadidos en el trazador,
N,, y la composicion isotopica de la muestra y el trazador, donde A% y A2 son las
abundancias para los isétopos a y b del elemento de abundancia natural en la
muestra y, A? y AP son las abundancias para los mismos is6topos en el trazador,
se puede calcular facilmente el nimero de &tomos o moles en la muestra, N, solo
con la medida de la relacion isotopica en el mezcla, R,y,.

R, AP — A2
NS:N miit t

_— 8

Si se define Ry y R, como la relacion isotopica b/a y a/b para la muestra y el
trazador respectivamente, el nimero de &tomos o moles del elemento natural en la
muestra viene dado por:

A? (R — R,
N.=N, —|——— 9
s tAe (1— RmRs) 1]

Esta ecuacion se puede transformar a unidades de concentracion (masas de
analito/masa total) teniendo en cuenta las masas tomadas de muestra y trazador,
mg 'y mg, y los pesos atdbmicos del elemento en la muestra y en el trazador, M, y
M,, respectivamente. Por sustitucion, la ecuacion final de Dilucion Isotopica
inorganica obtenida es:

M A? /R, — R
c, = ¢, sl (m_t) [10]
mg My A2 \1 — R,,R,

Todos los parametros de esta ecuacion son conocidos a excepcion de la relacion
isotopica, R,,. Por lo tanto, la concentracion inicial del elemento en la muestra,
Cs, se determina con la simple medida de R,, por Espectrometria de Masas. Si el
analito muestra una composicion isotopica natural, los valores de M, A2 y R., se
obtienen directamente de las tablas de pesos atdbmicos y composicién isotdpica de
la IUPAC con sus incertidumbres asociadas. Cuando el trazador altamente
enriquecido esta certificado en composicion isotépica y concentracion, los valores
de C., M,, A? y R,, con su incertidumbre asociada también seran conocidos. De
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acuerdo con esto, solo el valor de R, tendra que ser determinado
experimentalmente ya que los pesos de la muestra y el trazador son medidos al
comienzo del procedimiento IDMS.

Como se puede observar, en la ecuacion [10] no existe ningun parametro relativo
a la sensibilidad instrumental. Posibles factores como la deriva de la sefial o
efectos de matriz no influiran en el resultado final, evitando de esta manera la
construccion de gréaficas de calibracion para la cuantificacion del analito en la
muestra.

Dilucién Isotdpica doble

En el caso de disponer de un trazador no certificado, se requiere llevar a cabo la
certificacion tanto de su composicion isotopica como de su concentracién. La
composicion isotopica se determina facilmente con una medida directa por MS,
sin embargo la determinacion de la concentracion supone un experimento mas
complejo denominado dilucién isotdpica inversa. La IDMS inversa emplea las
mismas ecuaciones que la IDMS simple, pero en este caso se calcula la
concentracion del trazador a partir de un estandar de abundancia natural de
concentracion y composicion isotdpica conocida. Dicho requisito se puede evitar
utilizando experimentos de Dilucion Isotopica doble. Para ello, el mismo trazador
se mezcla por separado con la muestra y con el estandar certificado de abundancia
natural y se asume que el analito en la muestra tiene una composicion isotopica
igual a las del estandar (abundancias naturales). Combinando las ecuaciones de la
Dilucion Isotdpica simple e inversa se eliminan algunos parametros de la ecuacion
y se obtiene la ecuacion final:

C, = Cy
mg My,

ﬁmtl (1 - RmZRs) (le - Rt) [11]

1- leRs Rmz - Rt

R.,1 Y Ry son las relaciones isotdpicas medidas en la muestra y el estandar,
respectivamente. La concentracion del analito en la muestra se puede referir
directamente al estdndar de abundancia natural. No existe ningin término en la
ecuacion que haga referencia a la concentracion del trazador y por tanto el factor
de incertidumbre asociado se elimina, haciendo de la Dilucion Isotopica doble un
procedimiento que proporciona en general menores incertidumbres que cuando se
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emplea dilucién isotdpica inversa. La principal desventaja es el hecho de ser mas
laboriosa y por tanto menos aplicable al analisis de rutina. Normalmente, este
procedimiento sélo se utiliza para la certificacion de materiales de referencia.

1.2.3.2.2 Procedimiento analitico general

El procedimiento analitico dependerd de si el analito en la muestra tiene una
composicion isotopica natural y de si el trazador utilizado esta certificado en
composicion isotopica y concentracion. En la Figura 4 estd representado el
procedimiento general considerando una composicion isotopica natural para el
analito y empleando un trazador de composicion isotopica y concentracion
conocidas.

;cuanto?> Factor de magnificacion
o @ Isétopo a @ Isétopo b del error

trazador

100| mlIsétopoa m Isétopo b

Abundancia (%)
N
w
=]

mezcla

muestra

Abundancia (%)

100] mlsétopoa @ Isétopo b

1
1
1
g |
] , _—
g %0 1 equilibrio
5 1 isotdpico
< 1
i
|
v
ESPECTROMETRO DE MASAS  [¢------- | Tratamiento de muestra
Medida de la relacion isotdpica R, l l l
extraccion  derivatizacion preconcentracion

"11:1\/IsAltJ Rm_Rt . -, . .
Cc=C ———2 |75 """ > Cuantificacion directa del analito
mg M, A2 \1 — R,R;

Figura 4. Procedimiento general para una muestra de composicion isotopica natural y
un trazador certificado mediante IDMS inorganica para un elemento biisotopico (ay b).

Una cantidad conocida de trazador enriquecido isotopicamente se adiciona a la
muestra en disolucién. Es importante tener una estimacion de la cantidad de
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analito que puede haber en la muestra para afiadir la cantidad de trazador 6ptima
que genere el minimo error en la determinacion. Esta cantidad se puede calcular
de forma tedrica a través del factor de magnificacion del error [34]. Tras la
mezcla, es importante que se produzca una perfecta homogeneizacién entre el
analito y el trazador hasta alcanzar el equilibrio isotépico completo. De esta
manera, se podran corregir posibles pérdidas de la muestra o recuperaciones
incompletas durante el procedimiento analitico sin que se vea afectada la
exactitud en el resultado final.

Una vez separada una alicuota de la muestra adicionada se mide la relacion
isotopica de los iones seleccionados a y b por Espectrometria de Masas. Es
necesario comprobar la exactitud de la relacion isotopica medida utilizando un
material de referencia isotopico adecuado. A partir de la relacion isotdpica medida
se puede determinar con exactitud la cantidad de analito en la muestra.

1.2.3.2.3 Instrumentacién

La IDMS inorganica, al igual que la organica, hace uso de diferentes tipos de
fuentes de ionizacion y de analizadores de masas dependiendo del tipo de
informacion que se requiera.

La introduccion de la fuente de acoplamiento inductivo (ICP-MS) a finales de los
afios 80 supuso un gran avance en la determinacién exacta y precisa de trazas y
ultratrazas metalicas empleando el andlisis por Dilucién Isotépica. Esta fuente de
ionizacion es sencilla, versatil, multielemental, altamente sensible para la mayoria
de los elementos de la tabla periodica, permite el acoplamiento de técnicas
cromatograficas, y no necesita una gran preparacién de muestra. Por ello, el ICP
es la fuente de ionizacion elemental mas utilizada en el analisis por Dilucién
Isotopica inorganica. El analizador de masas tipo cuadrupolo ha sido el mas
utilizado en ICP-MS. Ofrece una resolucion de una unidad de masa, tiene buena
sensibilidad y realiza barridos rapidos. Sin embargo, otros analizadores como el
analizador de doble enfoque con sector magnetico o instrumentos multicolector
también han sido empleados en IDMS inorganica por su resolucion ajustable, la
eliminacion de interferencias poliatomicas y su mayor precision en la medida.
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Fuentes de ionizacion moleculares como la ionizacion electrénica y el
electrospray acopladas a técnicas cromatograficas también han sido empleadas en
el andlisis de Dilucion Isotopica inorganica.

1.2.3.2.4 Aplicaciones IDMS en analisis inorganico

Existen diferentes campos de aplicacion de la dilucién isotdpica elemental por
ICP-MS, pero quizas el mas ampliamente estudiado inicialmente, por el caracter
multielemental que presenta esta fuente de ionizacion, haya sido la determinacion
multielemental de trazas metalicas en diferentes matrices.

Por otro lado y debido a la alta calidad metroldgica de los resultados, un
importante campo de aplicacion de la IDMS en andlisis elemental es la
preparacion de materiales de referencia certificados [35] [36] [37]. Cabe resaltar
gue en la mayoria de las nuevas aplicaciones para la certificacion de materiales de
referencia se emplea una simplificacion de la dilucion isotépica doble denominada
método del ajuste exacto [38]. Este método se basa en el ajuste iterativo de la
cantidad de muestra y estandar de abundancia natural utilizados en IDMS doble
(ecuacion [11]), hasta que la relacién isotépica medida en la muestra y en el
estandar de abundancia natural adicionados con el trazador sea la misma (R,,,; =
R,.,). De este modo, no es necesario conocer ni la concentracion ni la
composicion isotopica del trazador, obteniendo resultados de altisima precision y
exactitud. Obviamente, este método no estd recomendado para analisis de rutina
pero es el mejor para la certificacion de materiales de referencia [39] [40].

La especiacion elemental y mas recientemente la protedmica cuantitativa han
hecho uso del analisis por Dilucion Isotdpica con ICP-MS para la cuantificacion
de moléculas organicas de manera exacta y precisa. La especiacion elemental se
basa en la cuantificacion de las diferentes especies en las que se puede encontrar
un mismo elemento en una determinada muestra. En este caso, la especie a
determinar es una molécula organica que contiene en su estructura un elemento
detectable por ICP-MS. El trazador serd por tanto un analogo de la molécula
organica marcada en el elemento detectable. Para llevar a cabo estudios de
especiacion es necesario separar las diferentes especies en las que se encuentra el
elemento y por tanto, el acoplamiento de una técnica de separacion, normalmente
cromatografica, al ICP-MS [34] [41]. Es importante, en analisis de especiacion, la

-22-



Introduccién

estabilidad de las diferentes especies quimicas durante el tratamiento de la
muestra y la posibilidad de interconversion entre las especies. En estos casos, se
han desarrollado procedimientos de doble y triple trazador que corrigen la
degradacion de las especies y su interconversion [42][43] [44]. Por otro lado, uno
de los campos de mayor interés analitico en la actualidad en donde la dilucién
isotpica con ICP-MS est4d demostrando un gran potencial es en la proteémica
cuantitativa.[45]. Al igual que en anélisis de especiacion, la molécula orgénica a
determinar, en este caso la proteina, debera tener en su estructura un elemento
detectable por ICP-MS. EIl trazador sera por tanto un analogo de la proteina,
péptido o aminoacido marcado en el elemento detectable, que normalmente sera
azufre por estar presente en los aminoacidos Cisteina y Metionina.

Como consecuencia del desarrollo de las aplicaciones en el anélisis de especiacion
empleando una técnica de separacién en linea con el ICP-MS vy de la aparicion de
numerosas especies de las que no se disponia de patrones o incluso no se conocia
su identidad, surge un nuevo modo de dilucion isotopica. Este nuevo modo de
dilucion isotopica se basa en el empleo de un Unico trazador enriquecido que se
mezcla en continuo con la muestra tras una separacion cromatografica y que se
conoce como Dilucién Isotdpica en Linea. Esta nueva modalidad ofrece nuevas
ventajas al Analisis por Dilucion Isotdpica, que se podran aplicar en situaciones
concretas y que discutiremos a continuacion.

1.3 DILUCION ISOTOPICA EN LINEA

Para poder llevar a cabo el andlisis por Dilucion Isotopica convencional es
necesario adquirir o sintetizar el elemento o compuesto enriquecido
isotopicamente, especifico para cada analito. En ocasiones, los trazadores
enriquecidos no se encuentran disponibles comercialmente y la sintesis en el
laboratorio resulta tediosa. En estos casos, sera imposible realizar la
cuantificacion del analito mediante analisis por Dilucion Isotopica.

Algunos sistemas de deteccion elemental ofrecen una sensibilidad, para un
elemento dado, independiente de la forma quimica en la que se encuentre. Esto
permite emplear un Gnico patron genérico que contenga el elemento de interés
para cuantificar las diferentes especies en las que ese elemento esté presente en la
muestra. ElI ICP, cuando se opera en condiciones determinadas, es una de las
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fuentes de ionizacién que ofrece una respuesta independiente de la forma quimica
del elemento y por ello se han desarrollado aplicaciones basadas en esta capacidad
[46] [47]. La mejor eleccidn para ese patron genérico seria, sin duda, un patron
enriquecido isotdépicamente y adicionado de manera constante y continua, ya que
de esta manera los posibles efectos de deriva instrumental o efectos de matriz
durante la ionizacion serian corregidos.

1.3.1 Concepto de la Dilucidon Isotopica en linea

El concepto del analisis por Dilucion Isot6pica en linea fue descrito por primera
vez por Lasztity y col. en 1989 para analisis elemental total [48], pero no fue hasta
1994 cuando Heumann y Rotmann describieron los principios de la Dilucion
Isotopica en linea para el analisis de especiacion de elementos traza [49]. Los
autores realizaron una clasificacion de la Dilucién Isotopica en especiaciéon en
funcion de la especie quimica en la que se afiadia el trazador a la muestra. Definen
la Dilucion Isotopica elemental, empleada hasta ese momento, como Dilucion
Isotopica especifica (species-specific isotope dilution) ya que el trazador es la
propia especie a determinar pero enriquecida en uno de los elementos que la
conforman. Por otro lado, se refieren a la Dilucion Isotdpica en linea como
Dilucién Isotdpica inespecifica (species-unspecific isotope dilution), la cual
emplea un trazador genérico que contiene el elemento que se quiere cuantificar.
Como ya se ha comentado, este nuevo modo de Dilucién Isotdpica naci6 gracias a
la capacidad que posee el ICP-MS de generar una respuesta para un determinado
elemento independientemente de la forma quimica en la que se encuentre. Es
aconsejable, antes de aplicar esta metodologia, comprobar la respuesta
independiente del compuesto con estandares analiticos adecuados [50]. Una vez
que esta respuesta independiente esta asegurada, la forma quimica del trazador no
afectard a los resultados finales.

La Dilucion Isotdpica en linea se basa en la mezcla en continuo de la muestra
original, que contiene el analito de interés de abundancia isotdpica natural, con el
trazador, que contiene el mismo elemento pero enriquecido isotépicamente, en un
sistema de flujo. La relacion isotopica de la mezcla se mide de manera continua
en el espectrémetro de masas. El equilibrio isotopico tiene lugar en la fuente de
ionizacion, donde se produce la completa homogeneizacién entre el elemento
natural y el enriquecido. El flujo de trazador se mantiene constante durante todo el
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experimento mientras que el flujo de analito en la muestra puede ser constante o
variable. Un flujo variable de analito se obtiene habitualmente mediante un
sistema de inyeccion en flujo (FIA) o mediante un sistema cromatogréafico y sera
caracteristico en andlisis de especiacion elemental.

1.3.2 Ecuaciones de la Dilucion Isotdpica en linea

Una muestra que contiene una concentracion molar del elemento a determinar C,
(mol/kg), eluye de un sistema de inyeccion en flujo o cromatografico a un
determinado flujo F, (g/min) y se mezcla en continuo con la disolucion de
trazador. La disolucion de trazador contiene una concentracion molar del mismo
elemento enriquecido C; (mol/g) que se adiciona a la muestra a un determinado
flujo F; (g/min). El flujo molar total para el elemento en la mezcla M,,, (mol/min)
vendra dado por la siguiente ecuacion:

Mm = CSF; + CtFt = MS + Mt [12]

El flujo molar del elemento en el trazador se mantiene constante en el tiempo,
mientras que el flujo molar del elemento natural en la muestra normalmente varia
con el tiempo. Por lo tanto, el flujo molar de la mezcla M,,, también variara en
funcién del tiempo. Para un elemento con dos is6topos a y b se puede establecer
un balance de masas para cada uno de los dos is6topos medidos por
Espectrometria de Masas. El flujo molar para cada is6topo se puede expresar
como:

M, A% = M,A? + M A¢ [13] M, AL = M,A? + M AP [14]

En donde A% y A2, A% y AP y A% y AP, son las abundancias isotopicas de los
isotopos a y b en la muestra, trazador y mezcla, respectivamente. Dividiendo estas
dos ecuaciones se obtiene:

_ MA% + MA?
M AP + M,AD

[15]

m

R,, (A%/AP) es la relacion de las abundancias isotopicas en la mezcla. Esta
relacién variara con el tiempo siempre y cuando el flujo molar de la muestra M,
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también lo haga. Despejando M, de la ecuacion anterior y sustituyendo M, por
C.F;, se obtiene la ecuacion bésica para la Dilucién Isotopica en linea:

[16]

En esta ecuacion la composicion isotdpica del elemento de abundancia natural y
del trazador son conocidas. De manera que conociendo la concentracion y el flujo
del trazador y midiendo R,, en funcion del tiempo por Espectrometria de Masas,
se puede calcular el flujo molar del elemento de abundancia natural en la muestra.

1.3.3 Cromatograma de flujo molar

Generalmente, la Dilucién Isotopica en linea utiliza sefiales transitorias obtenidas
tras el andlisis por inyeccion en flujo o tras una separacion cromatografica. En la
Figura 5 estd desarrollado el procedimiento general empleado para la
cuantificacion de un elemento en cada una de las formas quimicas en las que se
encuentra en una determinada muestra, mediante IDMS en linea.

A partir del cromatograma de intensidades obtenido para los is6topos a y b del
elemento a determinar, se calcula la relacion de intensidades R,,, punto a punto a
lo largo del tiempo de adquisicion del cromatograma completo. Para ello seréa
necesario disponer de los datos de intensidades para los is6topos a y b respecto al
tiempo y dividir el valor de intensidad obtenido para el isétopo a entre el
correspondiente valor para el isétopo b. En la Figura 5 también se puede observar
la hoja de calculo modelo para la obtencion de los datos cuantitativos.

Una vez obtenida la relacion isotopica del elemento en la mezcla para cada punto,
se introducen los valores de R,, en la ecuacién basica de la Dilucion Isotdpica en
linea. De esta manera se obtiene el valor del flujo molar del elemento (M,) en la
muestra para cada punto. Representando M, frente al tiempo se obtiene el
denominado cromatograma de flujo molar, donde el eje de abscisas tiene unidades
de flujo molar (mol/min) mientras que el eje de ordenadas tiene unidades de
tiempo (min). La integracion de cada pico en el cromatograma de flujo molar
proporciona de manera directa la cantidad de elemento natural mg que ha eluido
en ese intervalo:
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t2

tZR t Ab _ Aa
ms == Ms(t) dt = Ctth Zl( ) L 2
t1 t1 As - Rm(t)As

dt [17]

Conociendo la formula molecular de cada especie en la que estd presente el
elemento se puede calcular facilmente la cantidad de compuesto que eluye en cada
uno de los picos cromatograficos.
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9 0.0557 0.9740 0.5678 1.7155 1.6017

Figura 5. Procedimiento empleado para la obtencién del cromatograma de flujo molar a
partir del cromatograma de intensidades y la aplicacion de la ecuacion de la Dilucion
Isotopica en linea.

1.3.4 Calibracion del flujo molar de trazador

Para poder llevar a cabo experimentos de IDMS en linea es necesario conocer el
flujo molar del trazador. La exactitud de la determinacion de dicho flujo es un
requisito fundamental para poder obtener con exactitud la cantidad de analito que
eluye con el tiempo.
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Normalmente, cuando el trazador estd en disolucion acuosa se suele adicionar a
través de una bomba peristaltica o de jeringa. De esta manera, el flujo de trazador
F; se puede determinar gravimétrica o volumétricamente de manera sencilla. Si
ademas el trazador esté certificado en concentracion es posible la calibracion del
flujo molar del trazador de manera exacta y precisa (M, = C.F;).

Alternativamente, cuando la concentracion o el flujo de trazador no se pueden
medir adecuadamente, se puede realizar la calibracion directa del flujo molar del
trazador usando una estrategia similar a la empleada en determinaciones de
Dilucién Isotdépica doble. En este caso, no se requiere el conocimiento del flujo de
trazador ya que se mide un estandar de abundancia natural entre las muestras. Para
obtener la ecuacién de la Dilucion Isotdpica doble en linea se toma como punto de
partida la ecuacion [16]. Multiplicando y dividiendo esta ecuacion por la
abundancia isotopica del isétopo b en el trazador (A2) y la abundancia isotopica
del is6topo a en la muestra (A%), la ecuacion [16] se transforma en:

b
M, = Ctth—g x (f’_"lTnﬁ;s) [18]
Donde R,,; es la relacion isotdpica medida en la mezcla para una muestra
desconocida, R, es la relaciéon b/a de abundancia isotopica natural en la muestra
(A2 /A%) y R, se refiere a la relacion a/b de la abundancia isotopica en el trazador
(A% /AP). Cuando se lleva a cabo un experimento de IDMS en linea inversa
utilizando un estandar de abundancia natural, la ecuacion anterior se puede
expresar Como:

b
M, = CFAL (fj‘sz;’;) [19]
El subindice n indica el estandar de abundancia natural y R,,,, la relacion isotdpica
. experimento de IDMS en linea inversa. La composicion isotpica de la muestra
es normalmente idéntica a la del estdndar de abundancia natural por lo que
Ry, = R, y A? = A%. Dividiendo ambas ecuaciones y eliminando los términos
iguales, se llega a la siguiente expresion:
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M (1 - Rmst) X (le - Rt) [20]

Mn 1- leRs Rmz - Rt

El flujo para el estdndar sera el mismo que para la muestra de manera que la
ecuacion anterior se puede transformar en:

1- Rm2R5> X (le - Rt> 21]

C.=C (
sT MY\ T RmR,) * \Rpp — R,

En este caso, no existe ningln término en la ecuacion que haga referencia a la
concentracion y flujo del trazador. La concentracion del analito se puede referir
directamente a la concentracion del estdndar de abundancia natural utilizado para
la calibracion del trazador (normalmente certificado), tras la medida de las dos
relaciones isotopicas R,,,; Y Ryz-

El calculo exacto del flujo molar del trazador es mucho mas complejo cuando se
emplea un trazador en fase gas. La inyeccion de un estandar de abundancia natural
de concentracion conocida es una alternativa para calibrar el flujo de trazador pero
la variabilidad en el volumen de inyeccidn, tipica en cromatografia de gases, hace
que sea una alternativa poco exacta. La mejor solucion para la calibracién del
flujo molar del trazador en cromatografia de gases consiste en la adicion de una
cantidad exacta de un patrén interno de concentracién conocida a las muestras.
Este patron interno no debe coeluir con ninguna de las especies a determinar. Este
método fue desarrollado por Heilmann y Heumann en 2008 para la calibracion
exacta del flujo molar del trazador en GC [51].

Del mismo modo que para mg, se puede definir una ecuacion analoga a la
ecuacion [17] que permita calcular la cantidad de patron interno m;s que eluye de
la columna cromatogréfica:

t2 t2 b a
Rm(t)At - At

mps = M;s(t) dt = CtFtJ
t1 1 Afs — Ry (DAL

[22]

Teniendo en cuenta que la integracion entre t; y t, en el cromatograma de flujo
molar da lugar al area de pico de la especie a determinar, dividiendo ambas
ecuaciones se obtiene la siguiente relacion:
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Areag
[23]

mg = mzsm
Donde Areag y Area;s son las areas de los picos correspondientes a la especie
elemental a determinar y al patron interno, respectivamente. A partir de esta
ecuacion es posible conocer la cantidad de analito presente en la muestra
simplemente a partir del célculo de las areas del patron interno y de la especie de
interés y, de la cantidad de patron interno afiadido a la muestra, asumiendo un
flujo molar arbitrario para el trazador. Esta estrategia simplifica el analisis por
Dilucion Isotdpica en linea y ofrece una serie de ventajas que mejoran la exactitud
de los resultados respecto a otras estrategias de calibracion. La principal ventaja
es que elimina la mayor fuente de incertidumbre del andlisis, la cual se encuentra
en la determinacién del flujo mésico del trazador [52]. Ademas, corrige las
pequefias variaciones en el volumen inyectado. En el caso de la cromatografia
liquida o el analisis por inyeccién en flujo no sera necesario conocer con exactitud
el volumen del bucle de inyeccion cuando se utiliza esta estrategia de calibracion.

Para poder hacer uso de la ecuacion [23] es necesario que no existan efectos de
discriminacion entre el patrén interno y los compuestos presentes en la muestra
objeto de analisis. Por ejemplo, la etapa de inyeccion en cromatografia de gases
puede dar lugar a efectos de discriminacion entre los diferentes compuestos
debido al diferente comportamiento que presentan algunos compuestos a las altas
temperaturas del inyector. Sera necesario por tanto tener un control exhaustivo de
todas aquellas etapas que puedan dar lugar a efectos de discriminacion entre el
patréon interno elegido y los compuestos a determinar. Evidentemente, las
abundancias isotopicas deben ser idénticas en el analito presente en la muestra y
en el patrdn interno.

1.3.5 Instrumentacion

Existen diferentes configuraciones para la aplicacion del andlisis por Dilucion
Isotopica en linea. Algunas de ellas son sencillas y se pueden implementar en
analisis de rutina mientras que otras presentan un disefio mas complejo.

En el caso de determinacion de la cantidad total de un elemento en una muestra, la
configuracién més sencilla es la que se muestra en la Figura 6a. Muestra y
trazador se bombean continuamente con la ayuda de una sola bomba peristaltica,
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mezclandose en una pieza en T antes de la entrada al nebulizador del ICP. En este
caso los flujos de muestra y trazador son ambos constantes durante la medida por
lo que las relaciones isotopicas medidas también son constantes con el tiempo.
Una segunda posibilidad es la inyeccion de la muestra mediante un sistema de
inyeccion en flujo. Como se puede observar en la Figura 6b, la muestra se inyecta
utilizando una véalvula de seis vias con un bucle de inyeccién para introducir un
determinado volumen de muestra antes de la mezcla con el trazador. En este caso,
se obtienen sefales transitorias por lo que las relaciones isotdpicas cambian con el
tiempo como en el caso de una separacion cromatografica.

En el caso de querer llevar a cabo un anélisis de especiacion cuantitativo, la IDMS
en linea ha de aplicarse a la salida de un sistema cromatografico. La Figura 6c
muestra un esquema de esta configuracion para cormatografia liquida donde el
flujo de trazador se afiade después de la separacion cromatografica. Es por ello
que a este modo de dilucion isotopica se le conoce también como Dilucion
Isotopica post-columna. Tras la separacidn de las especies de interés por HPLC
se aflade el trazador de manera continua generalmente a través de una bomba
peristaltica. La mezcla de ambos flujos tiene lugar en una pieza en T y dicha
mezcla se transporta hacia el espectrometro de masas para la correspondiente
medida de la relacién isotdpica de interés.

Un uso menos comun de la Dilucion Isotdpica post-columna es en combinacion
con la cromatografia de gases. En la Figura 6d se muestra un esquema de la
configuracién mas apropiada para la aplicacion de la Dilucion Isotopica post-
columna mediante GC-ICP-MS. Una vez separadas las especies por GC se afiade
el trazador de manera continua a través de la interfase que comunica el GC con el
ICP-MS. El flujo de trazador se regula a través de un controlador de flujo masico,
que asegura un flujo constante del mismo. Esta configuracion es la misma que la
utilizada en los equipos GC-ICP-MS comerciales con la diferencia de que ahora el
gas de arrastre estd dopado con la especie utilizada como trazador para la
aplicacion de la Dilucion Isotopica post-columna. Otra posibilidad para generar
un flujo de trazador constante es a través de un tubo de permeacion. Sin embargo,
esta técnica es extremadamente sensible a variaciones de temperatura y no es muy
flexible respecto a la velocidad de sustancia generada.
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Figura 6. Posibles configuraciones para la aplicacion de la Dilucion Isotopica en linea:
a) en continuo, b) por inyeccion en flujo, ¢) en un sistema cromatografico HPLC, y d) en
un sistema cromatografico GC.
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1.3.6 Ventajas y limitaciones de la Dilucion ilotdpica en linea

El andlisis por Dilucion Isotdpica en linea presenta una serie de ventajas frente a
la Dilucion Isotépica convencional que ha permitido su implantacion en
numerosas aplicaciones. La principal ventaja del analisis por Dilucion Isotdpica
en linea es la posibilidad de cuantificar diferentes especies del mismo elemento
sin la necesidad de patrones especificos para cada uno de ellos. Por lo tanto, es
atil en la determinacién de moléculas para las que no se dispone de estandares
analiticos de abundancia natural o isotopicamente marcados, o incluso si no se
conoce su identidad.

En segundo lugar, este procedimiento es capaz de proporcionar informacién
cuantitativa, en tiempo real, de la cantidad de un determinado elemento que eluye
del sistema cromatografico. Esto se debe a que las unidades del area bajo el pico
en el cromatograma de flujo molar se pueden expresar como moles del elemento.
Es por ello que puede considerarse como un detector cuantitativo genérico para
separaciones cromatograficas. Cualquier posible fuente de inestabilidad en la
sefial, por una deriva instrumental o efectos de matriz, es corregido, incluso
cuando se llevan a cabo separaciones en gradiente.

Por ultimo, dado que proporciona la cantidad absoluta del elemento eluido, es una
herramienta excelente para hacer estudios de recuperacion en las diferentes etapas
de la preparacion de la muestra, como la extraccion o pre-concentracion e incluso
evaluar la recuperacion cromatogréfica.

A pesar de las ventajas que presenta, tiene una clara limitacion respecto a la
Dilucién Isotépica convencional. La pérdida de sustancia o las recuperaciones
incompletas del compuesto durante la etapa de preparacion de la muestra en
procesos de preconcentracion, dilucion, derivatizacion, o degradacion de las
especies antes del equilibrio isotopico no seran corregidas. Podran ser evaluadas
cuando se emplean patrones como se ha comentado arriba, pero no se podran
corregir. Como consecuencia, el analisis por dilucién isotdpica en linea no sera
directamente trazable al Sistema Internacional de Unidades. Por ello, las
aplicaciones IDMS en linea se estan desarrollando so6lo cuando se puede realizar
un andlisis directo de la muestra o se emplean procedimientos de correccion de
recuperacion adecuados. Ademas, para una validacion adecuada de los resultados
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es necesario que los analitos tengan una rcuperacion cuantitativa de la columna
cromatografica. Para ello se realizan estudios de comparacion entre el area
calculada para todo el cromatograma mediante IDMS en linea y la obtenida
mediante analisis total, sin el uso de la columna cromatografica en otra alicuota de
la muestra.

1.3.7 Aplicaciones de la Dilucion Isotdpica en linea

Las primeras aplicaciones de la IDMS en linea se desarrollaron para la
determinacion de elementos traza mediante el analisis por inyeccion en flujo
utilizando diferentes configuraciones [53] [54]. Ademaés, debido al carécter
multielemental que presenta el ICP-MS y la posibilidad de automatizacion, es
posible llevar a cabo el analisis multielemental de elementos traza cuando la
disolucién del trazador contiene multiples trazadores [55].

La especiacion elemental para la determinacion de elementos traza ha sido, sin
duda alguna, el campo de aplicacién donde la Dilucién Isotopica en linea ha
tenido su mayor expansion [56] [57] [58] [59]. Rottmann y Heumann fueron los
pioneros en la aplicacion de la IDMS post-columna para el estudio de las
interacciones metalicas con sustancias humicas en la materia organica disuelta
presente en aguas de rio [60]. Como consecuencia de estos estudios, desarrollaron
un procedimiento para la determinacion simultanea de metales pesados y carbono
organico disuelto (DOC) [61]. La novedad de esta aplicacion concreta fue la
determinacion de carbono mediante dilucion isotopica post-columna HPLC-ICP-
MS. Esta fue la primera y ultima vez que se aplicd esta metodologia para la
cuantificacion de carbono mediante ICP-MS. Probablemente porque la deteccidn
de C por ICP-MS esta muy impedida ya que el potencial de ionizacion del
carbono es altamente elevado y dificulta su ionizacion en el plasma. Ademas, el
ICP trabaja a presion atmosférica y presenta un elevado fondo para este elemento
en particular.

Su aplicacion en equipos HPLC-ICP-MS ha permitido la cuantificacion directa de
proteinas a partir de la cuantificacion del elemento detectable por ICP-MS
presente en cada proteina particular, sin la necesidad de estandares de proteina o
péptido especificos, por lo que se ha considerado una alternativa interesante a las
metodologias generalmente empleadas en protedmica cuantitativa [62] [63]. La
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IDMS en linea también presenta un especial interés en la industria farmaceutica
por el estudio cuantitativo de los metabolitos de un sintetizado activo en fase
experimental. En estos casos, los estdndares especificos de los metabolitos
formados durante la sintesis del farmaco no estaran disponibles por lo que la
cuantificacion no sera posible. La IDMS en linea resuelve este handicap [64] [65].

Su aplicacién también ha sido realizada, aunque en menor medida, en equipos
GC-ICP-MS. La primera aplicacién se realiz6 para la determinacion de
compuestos de azufre en productos derivados del petréleo [51]. La IDMS en linea
permite cuantificar un gran nimero de compuestos sin la necesidad de patrones
especificos para cada uno de ellos. Para este propdsito se sintetiz6 dimetilsulfuro
enriquecido en *S para su uso como trazador post-columna. Esta configuracién
GC-ICP-MS también fue aplicada en la determinacion de mercurio Yy
metilmercurio en muestras bioldgicas en las que se empled un trazador de **Hg
en estado gaseoso [66].

Existen algunos elementos, principales constituyentes de la materia organica,
como el carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno, que el ICP-MS no es capaz de
detectar de manera sensible y que por lo tanto no se pueden analizar. Tan sélo sera
posible la aplicacion de eta metodologia para la cuantificacion de moléculas
organicas cuando éstas posean algin elemento detectable por ICP-MS. Por lo
tanto, existe una brecha en el analisis por Dilucion Isotopica en linea para la
cuantificacion absoluta de compuestos puramente organicos. Con el objetivo de
cerrar esta brecha existente entre el concepto de la IDMS en linea y el andlisis de
compuestos organicos aparece en 2009 la Dilucion Isotopica en linea de
carbono, técnica en la cual se basa la presente Tesis Doctoral y que sera descrita
en detalle en el siguiente apartado.

1.4 DILUCION ISOTOPICA EN LINEA DE CARBONO

1.4.1 Concepto de la Dilucion Isotopica en linea de carbono

El anélisis por Dilucion Isotopica en linea de carbono con Espectrometria de
Masas fue descrito por primera vez por Cueto Diaz y col. en 2009 [67] como el
primer detector universal y genérico para compuestos organicos en cromatografia
de gases. Posteriormente, los mismos autores extendieron esta nueva
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aproximacion a la cuantificacion de compuestos organicos en fase liquida tras la
inyeccidn de la muestra en un sistema de inyeccion en flujo [68], para mas tarde
aplicarla a la cromatografia liquida [69] [70]. Este nuevo concepto de Dilucion
Isotopica permite la cuantificacion exacta de cualquier compuesto organico sin la
necesidad de patrones especificos ni gréaficas de calibracion, y cierra la brecha
existente en el analisis por Dilucion Isotopica en linea para compuestos que
contienen elementos no detectables por ICP-MS.

Asi como el analisis por Dilucion Isotépica en linea se basa en la respuesta
independiente del ICP-MS donde el equilibrio isotdpico entre los compuestos de
abundancia natural y el trazador tiene lugar en la fuente de ionizacién donde todo
se atomiza, la Dilucion Isotdpica en linea de carbono necesita una conversién de
todos los compuestos organicos separados por cromatografia en una sola especie
antes de su entrada en el espectrometro de masas. De esta manera, la ionizacion
independiente del compuesto es posible sin importar cudl sea la fuente de
ionizacion utilizada. En todas las configuraciones empleadas para la aplicacién de
la IDMS en linea de carbono, la especie quimica comdn en la que se transforman
los compuestos organicos es el CO,. La adicion en linea de la misma especie
enriquecida en **C asegura el equilibrio isotépico requerido ente estos compuestos
y el trazador de carbono enriquecido (**CO,) antes de la entrada a la fuente de
ionizacion. La fuente de ionizacidn seleccionada fue la ionizacion electronica ya
que la ionizacion se lleva a cabo bajo alto vacio alcanzando una sensibilidad
mucho mas alta para el CO; (carbono) y una menor sefial de fondo.

Reacciones de combustién y oxidacion en linea, normalmente empleadas en el
Anadlisis Independiente Especifico del Compuesto con Espectrometria de Masas
(CSIA-MS) convierten todos los compuestos organicos que eluyen del sistema
cromatografico en CO,. La adicion de trazadores de carbono-13 en combinacion
con reactores de combustion e interfases de oxidacion sera la estrategia seguida
para la aplicacion de la Dilucion Isotopica en linea de carbono.

1.4.2 Ecuaciones de la Dilucion Isotdpica en linea de carbono

La Dilucion Isotopica en linea de carbono es una variante de la Dilucion isotopica
en linea y por lo tanto, las ecuaciones empleadas para la cuantificacion de los
analitos no difieren. Las principales diferencias respecto a la Dilucién Isotopica en
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linea convencional son: cuando tiene lugar el equilibrio isotdpico, cual es el
elemento detectable y el tipo de fuente de ionizacién empleado. Estas diferencias
no afectan al procedimiento de cuantificacion. Por lo tanto, la ecuacion basica de
la Dilucion Isotopica en linea de carbono se puede expresar de la siguiente forma:

AW, A}3<Rm—Rt) [24]

Mo = Cofeds = Cehee gy 2 \T R R,
t N m:*ts

En donde M se refiere al flujo masico del analito de abundancia natural (ng
C/min); C; y Cy, F, y F;, y dg Yy d; a la concentracion (ng C/g), flujo (mL/min), y
densidad (g/mL) del analito y trazador, respectivamente; AW, y AW, al peso
atomico del carbono de abundancia natural y el marcado isotopicamente; A% y
A a la abundancia del **C en los analitos de abundancia natural y a la
abundancia del *C en el trazador; R, R,, a la relacién **C/**C en los analitos de
abundancia natural en la muestra y en la mezcla; y R, a la relacién **C/**C en el
trazador. Cabe destacar que en procedimientos de dilucion isotdpica en linea de
carbono la ecuacion basica se expresa generalmente en funcion del flujo mésico
(gramo de carbono por unidad de tiempo) en lugar de un flujo molar (mol por
unidad de tiempo) y por lo tanto, aparece en la ecuacion el término de la densidad.

La estrategia para el célculo exacto del flujo masico del trazador en cualquiera de
las configuraciones estudiadas (GC, HPLC o FIA) fue la adicién de una cantidad
exacta de un patron interno de concentracidn conocida a las muestras, como se ha
explicado ya en apartados anteriores. Esto fue posible gracias a la alta estabilidad
que present6 el flujo de trazador durante su adicion al sistema. Por lo tanto, fue
posible la cuantificacion de los analitos simplemente a partir del célculo de las
areas de patron interno y del compuesto de interés, y de la concentracion del
patrén interno afiadido a las muestras, empleando la ecuacion [23]. Esta estrategia
asume un flujo masico arbitrario para el trazador por lo que todos los parametros
de la ecuacion [24] son conocidos excepto R,,, la cual se obtiene
experimentalmente. Una vez obtenida la relacién isotdpica *C/*3C en la mezcla
para cada punto, los valores de R,, se introducen en la ecuacion basica de la
Dilucién Isotopica en linea de carbono (ecuacion [24]), obteniendo el valor de
flujo masico de la mezcla para cada punto. Representando M, frente al tiempo se
obtiene el cromatograma de flujo masico, donde la integracion de los analitos de
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interés y del patron interno proporciona de manera directa la cantidad de analito
que eluye en cada pico cromatografico a través de la ecuacion [23]. Finalmente,
conociendo la formula molecular de los compuestos de interés es posible calcular
la concentracion del compuesto eluido.

Las principales ventajas de la eleccion de esta estrategia de calibracion para el
flujo masico del trazador en procedimientos de IDMS en linea de carbono son: (i)
elimina la mayor fuente de incertidumbre del anélisis, la cual se encuentra en la
determinacion del flujo maésico del trazador, (ii) reduce la complejidad
relativamente alta de los calculos, (iii) corrige las variaciones en el volumen
inyectado en GC, y (iv) evita el conocimiento del flujo y concentracion exacta del
trazador, asi como el volumen del loop de inyeccién en FIA y HPLC.

La relacién 2C/C se da como la relacién medida **CO,"/**CO," (44/45) ya que
la influencia de la composicidn isotdpica del oxigeno natural es despreciable.

1.4.3 Configuracion GC-Combustion-MS

Debido a que se trata de una técnica relativamente joven el numero de
aplicaciones es limitado, por lo que en los proximos puntos se describiran las
aplicaciones publicadas para la determinacion de compuestos organicos mediante
GC-Combustion-MS.

1.4.3.1 Cuantificacion de mezclas de compuestos organicos de la misma
naturaleza

En primer lugar, para la validacion de la metodologia propuesta se llevo a cabo la
cuantificacion de una mezcla de compuestos organicos sencillos formados
Unicamente por atomos de C e H [67]. La mezcla de compuestos organicos
elegida fue una disolucion estandar de los n-alcanos C9-C20, cubriendo un amplio
rango tanto de puntos de ebullicion (128-343 °C) como de nimero de carbonos en
su estructura. El patron interno seleccionado fue uno de los compuestos de la
mezcla, el n-tetradecano, por lo que su Unica diferencia con los analitos reside tan
solo en el nimero de carbonos. Asi se llevo a cabo la correccion simultanea del
flujo masico de trazador y del volumen inyectado. En la Figura 7a se muestra el
cromatograma de intensidades para m/z 44 (**C0O,") y m/z 45 (**CO,") tras la
combustion del eluyente cromatrografico y la adicion del trazador isotdpico.
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Como se puede observar se detecta una sefial constante a m/z 45 que se
corresponde con el flujo del trazador enriquecido *CO,, y una sefial a m/z 44 que
da lugar al perfil cromatogréafico de los compuestos de abundancia natural eluidos
del GC y transformados en CO, (mayoritariamente *CO, debido al 98,9 % de
abundancia del *2C respecto al 1,1 % de *3C) por su paso a través de la interfase de
combustion. La aplicacion de la ecuacion de la Dilucion Isotopica en linea de
carbono (ecuacién [24]) da como resultado el cromatograma de flujo mésico que
esta representado en la Figura 7b.
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Figura 7. Cromatograma de intensidades (a) y de flujo masico (b) para la mezcla
sintética de n-alcanos utilizada para la validacion del procedimiento de la dilucién
isotdpica en linea de carbono en GC. El tetradecano fue el patron interno empleado [67].
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La integracion de los picos cromatograficos correspondientes a los compuestos de
la mezcla y al patron interno en el cromatograma de flujo maésico permite la
cuantificacion de los analitos de manera directa. Los resultados obtenidos
mostraron una excelente precision < 4% RSD y exactitud, con errores relativos
variando en el intervalo de (-7)-(+5)%. Estos resultados demostraron una
conversion cuantitativa de todos los n-alcanos en CO; en el reactor de combustion
independientemente de la longitud de la cadena.

1.4.3.2 Cuantificacion de mezclas de compuestos organicos de diferente
naturaleza

Para evaluar la aplicabilidad de la metodologia a compuestos organicos mas
complejos se seleccion6 una mezcla de compuestos que contenia compuestos
insaturados de bajo punto de ebullicién (tolueno, etilbenceno, y m,p,0-xilenos),
compuestos saturados (C11, C13, C15) y compuestos funcionalizados (butirato y
hexanoato de butilo) [71]. El patron interno elegido fue de nuevo el n-tetradecano.
El cromatograma de flujo masico y los resultados cuantitativos obtenidos se
muestran en la Figura 8 y en la Tabla 1, respectivamente. El alto fondo de carbono
en la parte inicial del cromatograma corresponde a la cola del disolvente (n-
hexano) procedente del horno de combustion.
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Figura 8. Cromatograma de flujo masico para la mezcla de BTEX, ésteres y alcanos

empleada para demostrar el caracter genérico del procedimiento IDMS en linea de

carbono. El n-tetradecano fue el patron interno empleado. La identidad de los picos
cromatograficos se dan en la Tabla 1. [71]

La recuperacion obtenida para todos los compuestos organicos analizados (93-
106%) estuvo en consonancia con los valores teéricos y confirma el caracter
universal del procedimiento descrito. Este estudio demostrd una transmision
practicamente cuantitativa durante la etapa de inyeccién en el rango de puntos de
ebullicién estudiado y una conversion cuantitativa de los analitos organicos
sencillos en el reactor de combustién independientemente de su estructura.
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Tabla 1. Resultados cuantitativos de la mezcla de BTEX, ésteres y n-alcanos
obtenidos durante la validacion de la metodologia. La incertidumbre esta
expresada como la desviacion estandar para n=5. [71]

Pico Compuesto Recuperacion (%)
1 tolueno 93+5
2 etilbenceno 97£5
3 0,p-xileno 101+6
4 m-xileno 101 +£5
5 butirato de butilo 105 %5
6 undecano 106 £ 6
7 butanoato de hexilo 100+ 4
8 tridecano 104+ 4
9 pentadecano 98 +4

1.4.3.3 Aplicacion a muestras reales: cuantificacion de los compuestos
mayoritarios de un combustible diésel

En la Figura 9 se muestra el cromatrograma de flujo masico obtenido para un
diésel tras una simple dilucion con n-hexano. A pesar del gran numero de
compuestos quemados en el reactor de combustién, el cromatograma no mostro
colas ni degradacion. En este caso el compuesto seleccionado como patron interno
fue el butanoato de hexilo, ya que el n-tetradecano estaba presente en la muestra.
Debido a la respuesta independiente de la especie se puede seleccionar el patron
interno apropiado para cada aplicacion particular.

-42-



Introduccién

1.5
61 Cmcn
c14
C12 C13 1" cqs
. 51 C18 pristane
c17|
| phytane
41 cig
- | ‘%gczu
E 3] co f / 19 c21
0
o cz
21
C23 .
ML
1 W N W
0 . . : : : , ,
8 13 18 23 28 33 38 43

Hmin ——

Figura 9. Cromatograma de flujo masico para una muestra de diésel obtenido mediante
Gc-Combustién-MS con Dilucion Isotdpica en linea de carbono. El patrén interno fue el
burirato de hexilo. [67]

La complejidad de la muestra obligd a llevar a cabo un analisis complementario
GC-MS para la identificacion de los compuestos mas abundantes y comprobar su
pureza de pico. Gracias al disefio del prototipo desarrollado fue posible la
realizacion de este andlisis complementario en el propio equipo. Los principales
compuestos detectados y cuantificados fueron los n-alcanos C9-C26, aunque
también se pudieron cuantificar algunos isoprenoides aciclicos, tipicamente
utilizados en diagnosticos de derrames petroliferos.

1.4.3.4 Recuperacion cuantitativa de la microextraccion en fase solida en el
espacio de cabeza (HS-SPME)

La cuantificacion independiente del compuesto permitid la determinacion de los
rendimientos de extraccion absolutos de la microextraccion en fase sélida en
diferentes tipos de fibras. Este proceso no es facil de determinar empleando otro
tipo de detectores para GC. La determinacion de los rendimientos de extraccion se
suele llevar a cabo mediante la comparacion de las areas de pico obtenidas
empleando SPME con las obtenidas de la inyeccion directa de las disoluciones
estandar, asumiendo que las eficacias de la transmision en el inyector son las
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mismas para ambas inyecciones. Sin embargo, ambos tipos de introduccion de
muestra estan afectados por diferentes variables y se pueden producir importantes
errores en la determinacion.

Para evaluar la aplicabilidad del prototipo instrumental en estudios fundamentales
de SPME se seleccionaron tres recubrimientos de fibra diferentes cominmente
empleados en analisis de BTEX (PDMS, PDMS/DVB, y CAR/PDMS/DVB). En
la Tabla 2 se muestra la cantidad total de carbono en la disolucion de trabajo para
cada compuesto y la recuperacion absoluta para las tres fibras utilizadas.

Tabla 2. Comparacion de la recuperacion absoluta obtenida para tres tipo
diferentes de fibras SPME empleando la Dilucion Isotdpica en Linea de Carbono.
La incertidumbre esta expresada como la desviacion estandar para n=3 [71].

Recuperacion absoluta (%)

Compuesto afadido (ng) PDMS PDMS/DVB CAR/PDMS/DVB

Benceno 78,0 1+0,1 19+0,6 35+6
Tolueno 79,5 4+0,3 52+0,3 58+3
Etilbenceno 79,7 8+1 58+0,2 59+3
m,p-xileno 79,7 9+1 60+0,4 66 + 3
o-xileno 79,5 12+1 71+1 78 +2

Tan solo nueve analisis fueron necesarios (tres réplicas por cada fibra probada)
para obtener informacion de gran valor en estudios fundamentales de SPME. Es
importante comentar que esta ocasion fue necesario emplear otra estrategia de
calibracion para el flujo mésico del trazador debido a la diferente afinidad de los
compuestos por la fibra. Para la determinacion del flujo masico del trazador se
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empled un estandar de abundancia natural y se llevo a cabo un procedimiento de
Dilucién Isotdpica inversa tradicional.

1.4.3.5 Ventajasy limitaciones de la IDMS en linea de carbono en GC

La Dilucion Isotopica en linea de carbono permite la deteccion cuantitativa exacta
y verdaderamente universal de los compuestos orgéanicos separados por GC sin la
necesidad de estandares especificos ni procedimientos de calibracion, ademas de
proporcionar informacion estructural de los compuestos eluidos gracias al disefio
del prototipo instrumental desarrollado.

El ahorro en tiempo y dinero es considerable respecto a otras estrategias de
cuantificacion que hacen uso de estdndares especificos y calibrados
metodoldgicos. Los gastos asociados al empleo del **CO, marcado isotopicamente
para la calibracién del instrumento in situ son despreciables, por lo que se puede
considerar un procedimiento de cuantificacion altamente rentable [72].

El rapido desarrollo de la industria farmacéutica, cosmética, de detergentes, de
colorantes y agroquimica, entre otras, ha provocado un gran crecimiento del
nimero de compuestos organicos sujetos a analisis y los estandares analiticos
certificados no siempre estan disponibles. En este sentido, el procedimiento de
IDMS en linea de carbono desarrollado permite la cuantificacion genérica de
aquellos compuestos para los que no se dispone de los estandares adecuados. Una
cuantificacion exacta mediante GC-FID o GC-MS requiere el uso de disoluciones
de calibracion para calcular los factores de respuesta relativos, por lo que la
cuantificacion no seria posible.

Ademas, la cuantificacion independiente del compuesto puede ser una
herramienta muy Util para la optimizacién y evaluacion cuantitativa de procesos
no cuantitativos como los procedimientos de extraccion y preconcentracion
aplicados antes del analisis cromatogréafico.

Por otra parte, como procedimiento de Dilucidn Isotopica en linea que es, la
pérdida de sustancia o las recuperaciones incompletas durante la etapa de
preparacion de la muestra antes del equilibrio isot6pico no seran corregidas y por
ello se recomienda la minima preparacién de muestra antes del analisis se si
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quiere llevar a cabo una cuantificacion exacta. Por lo tanto, la aplicacion de esta
metodologia a muestras mediambientales o clinicas no serd posible debido a la
gran cantidad de pasos de preparacion de muestra que se requieren, a no ser que se
empleen los patrones internos metodoldgicos adecuados. Ademas, cualquier
pérdida, recuperacion incompleta o degradacion del compuesto que ocurra durante
la etapa cromatogréfica afectara de manera critica a los resultados cuantitativos
obtenidos. En este contexto hay que tener un especial cuidado en la transferencia
de los compuestos durante la etapa de inyeccion ya que las recuperaciones de la
columna son cuantitativas siempre y cuando no tenga lugar la degradacion
térmica. Por Gltimo, un requisito imprescindible para la aplicacion de la IDMS en
linea de carbono es una separacion cromatografica completa de los compuestos
presentes en la muestra para la obtencidén de resultados cuantitativos exactos.
Debido a que la Unica especie detectada es el CO2, muestras con matrices
complejas daran lugar a cromatogramas con maltiples solapamientos, ya que todo
el carbono presente serd detectado. De nuevo, ésta representa una limitacién para
la cuantificacion de muestras clinicas 0 mediambientales debido a la complejidad
que presentan.
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La Dilucion Isotépica en linea de Carbono permite obtener resultados
cuantitativos sin la necesidad de utilizar estandares especificos para cada analito.
La conversion cuantitativa del eluyente cromatografico a CO, y la adicion de la
misma especie enriquecida en **C como trazador permiten alcanzar el equilibrio
isotopico requerido antes de la entrada en la fuente de ionizacion. De esta manera,
se mide una Unica especie en el espectrometro de masas y por tanto, se garantiza
una respuesta independiente del compuesto sin importar la fuente de ionizacion
utilizada.

Su aplicacién en cromatografia de gases indica que el prototipo instrumental
desarrollado GC-Combustion-MS podria convertirse en el primer detector
universal y genérico para esta técnica de separacién cromatogréfica. Esta
instrumentacién permitié la validacion de la metodologia mediante el analisis de
diferentes familias de compuestos organicos simples (n-alcanos, BTEX, y ésteres)
y su aplicacién a muestras reales. Sin embargo, es necesario la extension de la
metodologia a otros compuestos organicos de mayor complejidad para la
consolidacién y aceptacion de este nuevo detector, asi como una comparacion
critica con el detector méas universal y establecido para compuestos organicos en
GC, el detector de ionizacion de llama.

Por todo lo mencionado anteriormente, el objetivo principal planteado en la
presente Tesis Doctoral es la extension de la metodologia de la Dilucién
Isotdpica en linea de carbono a todo tipo de compuestos organicos, mediante su
adaptacion a equipos GC-IRMS y uso de inyectores adecuados, para Ssu
implantacion como sistema de deteccion genérico en cromatografia de gases.
Este objetivo principal se desarrolld a través de los siguientes objetivos
especificos:

» Modificacién de un equipo comercial GC-IRMS para la aplicacion de la
Dilucion lIsotdpica en linea de carbono a compuestos de alto punto de ebullicion
y con heteroatomos en su estructura. Tras la evaluacion de las caracteristicas
analiticas e instrumentales del prototipo GC-Combustion-MS es necesaria la
biusqueda de la instrumentacion adecuada que permita la extension de la
metodologia a compuestos organicos mas complejos que necesitan sistemas de
inyeccion mas sofisticados (de temperatura programada, PTV) para evitar su
discriminacion durante esta etapa. Se desarrollaran e implementaran las
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modificaciones instrumentales necesarias sobre un equipo GC-IRMS que
permitan realizar medidas cuantitativas mediante Dilucion Isotopica en linea de
carbono utilizando un Unico patron genérico para la cuantificacion de un gran
nimero de compuestos de diferente naturaleza en un amplio rango de puntos de
ebullicion, nimero de 4&tomos de carbono, y con heteroatomos en su estructura.

» Evaluacion de la respuesta independiente del compuesto del detector
desarrollado y comparacion con el detector de ionizacion de llama. La
calibracién independiente del compuesto del detector FID para la cuantificacion
absoluta de compuestos organicos empleando un solo patrén interno genérico es
ampliamente utilizada en la industria petroquimica y de los biocombustibles. De
hecho es la estrategia recogida en la Norma EN 14103 para la cuantificacion de
ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) en biodiesel. Con el objetivo de
establecer el detector desarrollado como el primer detector verdaderamente
genérico y universal para GC, se realizard una comparacion de la respuesta de
ambos detectores sin utilizar estandares especificos ni calibraciones externas para
la cuantificacion de los FAMEs en las muestras de biodiesel. Dichos analitos
ademas cubren un amplio intervalo tanto de puntos de ebullicion como de nimero
de atomos carbonos en su estructura. Se evaluard el uso de patrones internos
genéricos de diferente naturaleza. .

» Estudios de origen de biodiesel mediante la informacion dual obtenida por
el equipo de GC-IRMS modificado, a través de los pefiles cuantitativos de los
FAMEs y de la huella isotopica de C en cada uno de ellos. Las modificaciones
instrumentales a desarrollar en el equipo de GC-IRMS para permitir la aplicacion
de Dilucidn Isotopica en linea de carbono no afectaran a su capacidad para medir
relaciones isotépicas de C de forma exacta y precisa. Por tanto, se evaluara el uso
combinado tanto de los perfiles cuantitativos de FAMEs obtenidos mediante
Dilucién Isotépica en linea como de la huella isotépica de C (**C/**C) en cada uno
de ellos como posible metodologia que permita estudiar el origen y posibles
adulteraciones de muestras de biodiesel.
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I11.1 INSTRUMENTACION

I11.1.1 Cromatografo de Gases - Espectrometro de Masas de Relaciones
Isotopicas (GC-IRMS)

El equipo comercial GC-IRMS de la compaiiia Thermo Scientific (Bremen,
Alemania) consta de cuatro unidades instrumentales. El esquema de este equipo se
ilustra en la Figura 10.

Autoinyector GC Triplus
| { INTERFASE GC-IsoLink

m/iz44 — 3x10%Q |
m/z 45 ~13x10°Q H
m/z 46 :I 1x1011 Q E

Entrada de He
O, a contracorriente
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Inyector  Inyector

split/splitless  PTV Copas de Faraday
o0

1
Columna ' Analizador de !
analitica i Sector Magnético
—— : i
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Horno de combustién i i
1030°C HetHO<m|g 5 11 R
5& 1 Fuente de ionizacion:
. EZ | electronica (EI) |
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DE GASES B I ’

I
INTERFASE CONFLO IV : Gas de referencia

Figura 10. Esquema del equipo comercial GC-Combustion-IRMS para la medida de alta
precision de las relaciones isotépicas de carbono **C/**C.

El Cromatografo de Gases Trace GC Ultra esta equipado con el autoinyector GC
Triplus, un inyector convencional split/splitless, y un inyector de vaporizacion con
temperatura programable (PTV).

Antes de la entrada del eluyente cromatografico al espectrometro de masas, el
equipo dispone de la Interfase GC-IsoLink. Esta interfase consta de cuatro partes
bien diferenciadas: i) un reactor de Cu/Ni/Pt introducido en un horno de alta
temperatura (1030°C) que proporciona la combustion cuantitativa de los analitos a
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COy; ii) un sistema de dos valvulas de apertura y cierre simultaneas que permite la
entrada de un flujo de helio a contracorriente para evitar el paso del disolvente al
reactor de combustion; iii) una valvula que permite la entrada de oxigeno para la
oxidacion del reactor; y, iv) un sistema de eliminacion del agua de los gases de
combustidn, consistente en una membrana semipermeable de Nafion.

La Interfase universal Conflo 1V, situada entre la membrana de Nafion y el
IRMS, permite la entrada del flujo de la muestra en las mismas condiciones de
presion que el gas de referencia utilizado para proporcionar la medidas de alta
precision caracteristicas de esta instrumentacion.

Por ultimo, el Espectrometro de Masas de Relaciones Isotopicas Delta V
Advantage consta de una fuente de ionizacion electrdnica, un analizador de masas
de tipo sector magnético, y tres copas de Faraday utilizadas para la deteccion
simultanea a las masas de interés: 44, 45 y 46. La amplificacién de cada una de las
copas esta optimizada para que todas ellas den lugar a una sefial de la misma
intensidad para las tres masas medidas. La energia de ionizacion aplicada en la
fuente fue de 124 eV. El procesador de datos utilizado fue Isodat 2.0.

Este equipo se empled tanto para la medida de deltas de carbono mediante el
analisis isotopico especifico del compuesto (CSIA) como para la aplicacion del
procedimiento de la Dilucién Isotdpica en linea de carbono tras una serie de
modificaciones instrumentales. Para ello fue necesario la introduccion de un flujo
continuo del trazador isotépico **CO, y la modificacion de la amplificacion de la
sefial para m/z 45. Las caracteristicas de la instrumentacion junto con las
modificaciones instrumentales se abordaran en detalle a lo largo del capitulo 1 de
la presente Tesis Doctoral.

111.1.2 Cromatdgrafo de Gases — Espectrometro de Masas (GC-MS)

El equipo GC-MS consta de un Cromatografo de Gases modelo Agilent 6890N,
equipado con un inyector split/splitless, y un Espectrometro de Masas de tipo
cuadrupolo 5975B, equipado con una fuente de ionizacion electronica. La energia
de ionizacién aplicada en la fuente fue de 70 eV. EI MS trabaj6 en modo full scan
en un rango m/z 500-600 amu para la identificacion de todos los compuestos
organicos estudiados. La identificacion se realizd por comparacion empleando la
base de datos de la libreria de espectros de masa Wiley 235. El tiempo de

-54-



Experimental

integracion fue de 100 ms. Las temperaturas de la linea de transferencia, la fuente
de ionizacién y el cuadrupolo fueron 280, 230 y 150°C, respectivamente.

111.1.3 Cromatdgrafo de gases — Detector de lonizacion de llama (GC-FID)

El equipo GC-FID consta de un Cromatografo de Gases Perkin Elmer, modelo
Clarus 400 (Shelton, CT, USA), equipado con un inyector split/splitless, y un
detector de ionizacion de llama. El procesador de datos utilizado fue Clarus
version 400 6.3.1.054.

111.1.4 Sistema de adicion del flujo de trazador *CO,

El sistema utilizado para adicionar el flujo gaseoso del trazador enriquecido fue el
mismo que el utilizado en el prototipo instrumental inicial [67]. Este sistema
consiste en un cilindro de acero inoxidable de 3,8 L de capacidad (HOKE,
Spartanburg, USA) equipado con un mandmetro, valvulas de regulacion y cierre y
una T con septum para la introduccion del trazador. Para obtener un flujo
constante se acoplé un controlador de flujo méasico (Bronkhorst Hi-tech, Ruurlo,
Holanda) capaz de regular flujos de 0,1 a 5 mL/min con una precision de + 0,2%.

I11.1.5 Condiciones Cromatogréficas

I11.1.5.1 Estudio de compuestos de alto punto de ebullicion y con
heteroatomos en su estructura (Capitulo 1).

La separacién de los compuestos se realizé con una columna DB-XLB de 30 m x
0,32 mm x 0,25 um (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Los inyectores
split/splitless y PTV trabajaron ambos en el modo de inyeccion sin division de
flujo (splitless). El volumen de muestra inyectado en el GC fue de 1-2 pL. Se
utilizo helio como gas portador, a un flujo de 1 mL/min para todas las muestras y
condiciones. Los materiales y dimensiones del liner dependieron del inyector
utilizado. Para el inyector split/splitless se utilizaron liners de vidrio de 3 mm de
diametro interno, mientras que para el inyector PTV los liners utilizados fueron de
acero con un diametro interno de 1-2 mm, ambos de la casa comercial Thermo
Scientific (Bremen, Alemania). El liner utilizado en el inyector splitl/splitless del
equipo GC-MS fue suministrado por Agilent Technologies (Santa Clara, USA).
Las condiciones experimentales utilizadas a lo largo de todo el estudio estan
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detalladas en las Tabla 3 y Tabla 4. Tales condiciones estan referidas a la
instrumentacion IRMS y MS, respectivamente.

Tabla 3. Condiciones experimentales GC-IRMS empleadas en el estudio de
compuestos de alto punto de ebullicién y con heteroatomos en su estructura.

Inyeccion Cuantificacion
PAHSs + Benzo-
Parametros PAHSs PCBs )
alcanos tiofenos
Modo de inyeccion  Spliltles  PTV slss PTVslss  PTVslss  PTVslss
55°C 40 °C 55°C 55°C
(0, 3min) (0,2 min) (0,2 min) (0,3 min)
Temperatura del
) 310°C  10°C/s 10 °C/s 10 °Cls 10 °C/s
inyector
310°C 310°C 280 °C 310°C
(20 min) (20 min) (15 min) (20 min)
Velocidad de
) B 50 ulL/s 30 uL/s 30 ul/s 30 ul/s 30 ul/s
inyeccion
Tiempo de splitless 0,8 min 0,8 min 0,8 min 0,8 min 0,8 min
Relacion de split 1:20 1:50 1:50 1:50 1:50
40 °C
2 min
( ) 80 °C
8 °C/min )
(1,5 min)
50°C 50 °C 60 °C 50 °C
20°C/min
Programa de (A min)  (1,5min) (3 min) 180°C (5 min)
temperatura del 4°C/min  4°C/min 15 °C/min (5 min) 15°C/min
min
horno 325°C 325°C 125°C ) 280°C
Qomin) @omin)  @min) o (5min)
min min min min
) 280°C
4 °C/min
(3 min)
325 °C
(8 min)
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Tabla 4. Condiciones experimentales GC-MS para la identificacion de PAHSs,
PCBs y benzotiofenos.

Parametros PAHSs PCBs Benzotiofenos
Modo de trabajo Slss Slss Slss
Temperatura del inyector 310 °C 280 °C 310 °C
Velocidad de inyeccion Manual Manual Manual
Tiempo de splitless 0,8 min 0,8 min 0,8 min
Relacion de split 1:20 1:20 1:20
80 °C (1,5 min)

50 °C (1 min) 20°C/min 50 °C (5 min)
Programa de temperatura ) ] )

4 °C/min 180°C (5 min) 15°C/min
del horno ) ) ]

325 °C (20 min) 5°C/min 280°C (5 min)

280°C (3 min)

I11.1.5.2 Estudio de Esteres Metilicos de Acidos Grasos (FAMES) (Capitulo 2)

La separacion de los compuestos se llevd a cabo en una columna BD-EN 14103
de 30 m x 0,32 mm x 0,25 um (Agilent Technologies, Santa Clara, USA),
recomendada por la Norma europea EN 14103 para la determinacion de FAMEs
en biodieisel. La cuantificacion se llevo a cabo tanto por GC-IRMS con Dilucion
Isotopica en linea de carbono como por GC-FID. La determinacion de los deltas
de carbono (5'°C) se realiz6 mediate GC-combustién-IRMS tabajando con la
configuracién original del equipo. Los inyectores split/splitless y PTV trabajaron
ambos en el modo de inyeccion sin division de flujo (splitless). El volumen de
muestra inyectado en el GC fue de 1 pL.

Las condiciones experimentales utilizadas a lo largo de todo el estudio estan
detalladas en las Tabla 5. Tales condiciones estan referidas a la instrumentacion
GC-IRMS y GC-FID. Para el célculo de los deltas de carbono fue necesario
modificar ligeramente el tiempo isotérmico inicial del horno debido a la
introduccion de pulsos de CO2 durante el andlisis cromatografico. El tiempo
isotérmico inicial del inyector en esta ocasion fue de 3 minutos.
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Tabla 5. Condiciones cromatograficas utilizadas para la separacion,
cuantificacion y cdlculo de 613C de FAMEs mediante GC-combustion-IRMS 'y

GC-FID.

Parametros GC-combustion-IRMS GC-FID
Modo de inyeccion PTV splitless split/splitless
Temperatura del inyector 55 °C (0,10 min)

10 °C/s

280 °C (25 min) 280°C
Velocidad de inyeccion 30 pL/s 30 pL/s
Tiempo de splitless 0,8 min 0,8 min
Relacién de split 1:50 1:20
Gas portador helium helium
Flujo de gas portador 1 mL/min 1,5 mL/min
Temperatura FID - 250°C
Flujo de H, 50 mL/min
Flujo de aire 450 mL/min

60 °C (2 min)

Programa de temperatura del 50 °C (1 min) 10 °C/min
horno cromatogréfico 15 °C/min 200 °C (0,1 min)

250 °C (10 min) 5 °C/min

240 °C (12 min)

111.2 PROCEDIMIENTOS

I11.2.1 Cuantificacion mediante GC-IRMS vy Dilucion Isotopica en linea de

carbono

Tal y como se ha explicado en el introduccion, la Dilucion Isotopica en linea de
carbono se basa en la transformacion cuantitativa de los compuestos organicos a
CO, para la posterior adicion del trazador isotopico de la misma especie
enriquecido en carbono-13, en un sistema de flujo. Tras alcanzar el equilibrio
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isotopico, la relacién isotépica en la mezcla, *C/**C, se mide de manera continua
en el espectrémetro de masas. En este caso, la relacién isotopica *C/=C, se
determina como la relacion 44/45 correspondiente al CO, de abundancia natural y
al CO, enriquecido en carbono-13. El flujo del trazador se mantiene constante
durante todo el experimento mientras que el flujo del analito es variable debido al
empleo de un sistema cromatografico. En la Figura 11 estd desarrollado el
procedimiento general empleado para la cuantificacion de los compuestos
organicos presentes en una muestra mediante Dilucion Isotopica en linea de
carbono tras su separacion por cromatografia de gases.

A partir del cromatograma de intensidades obtenido para las dos masas de interés,
m/z 44 (**COy) y m/z 45 (**CO,), se calcula la relacion de intensidades punto a
punto a lo largo del tiempo de adquisicion del cromatograma completo. Para ello,
es necesario disponer de los datos de intensidades para ambas masas respecto al
tiempo. Una vez obtenida la relacion isotopica R,,(44/45) para cada punto, se
introducen estos valores en la ecuacién de la Dilucion Isotopica en linea de
carbono, tal y como se explico en la Introduccion (Ecuacion [24]):

M = Csdsfs = Ctdtft

AW A%3(Rm— Rt)
AW, A2\1 — R,R,

De esta manera, se obtiene el valor del flujo méasico de la muestra, M., expresado
en ng C/min, para cada punto del cromatograma. Representando M, frente al
tiempo se obtiene el denominado cromatograma de flujo masico, donde el eje de
abscisas tiene unidades de flujo masico (ng C/min) mientras que el eje de
ordenadas tiene unidades de tiempo. La integracion del cormatograma de flujo
masico proporciona de manera directa la cantidad de carbono natural que eluye en
cada pico cromatografico. Conociendo la formula molecular de cada compuesto
organico presente en la muestra se puede calcular facilmente la cantidad de
compuesto que eluye en cada uno de los picos cromatograficos.
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Figura 11. Procedimiento general de la Dilucion Isotopica en linea de carbono en
cromatografia de gases.

Debido a la complejidad que presenta la determinacién exacta y precisa del flujo
masico del trazador adicionado en fase gaseosa, se empled en todos los casos un
patrén interno de concentracién conocida para asignar las concentraciones de los
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analitos. De esta manera, la ecuacion de la Dilucidn Isotdpica en linea de carbono
se reduce a esta sencilla expresion (Ecuacion [23]):

Areag

Cs = Cis Area,s

Donde Areag y Area;s son las areas de los picos correspondientes al compuesto a
determinar y al patron interno, respectivamente, en el cromatograma de flujo
masico, y C;s es la concentracion en carbono del patrén interno utilizado.
Finalmente, la concentracion del analito en la muestra C, (ug/g) se calcula a partir
de la Ecuacion [25]:

o As s MW,

— b 7s 25
Ais ng MWig s [29]

Como se puede observar en la ecuacion [25], para el calculo de la concentracion
del analito en la muestra es necesario conocer la formula molecular tanto del
analito como del patron interno empleado. ng, n;g, MW, y MW,g, se corresponden
con el nimero de atomos de carbono y los pesos moleculares del analito y patron
interno, respectivamente, mientras que C;s se refiere a la concentracion del patrén
interno utilizado (ug/g).

De esta manera, el calculo de concentraciones se simplifica significativamente, ya
que la cantidad de carbono que eluye en un determinado pico se determina a partir
de la relacion de areas entre el pico de interés y el patron interno, sin necesidad de
conocer con exactitud el flujo mésico de trazador.

111.2.2 Cuantificacion mediante GC-Combustién-IRMS

Con el objetivo de estudiar la respuesta genérica del detector se procedié a la
cuantificacion de los analitos, tan sélo empleando el cromatograma de
intensidades para m/z 44, sin el uso del trazador enriquecido, y respecto a un
patron interno de concentracion y formula molecular conocida. La ecuacion
empleada para tal fin fue la misma que para el procedimiento de dilucion
isotopica de carbono en linea (ecuacion [25]). La unica diferencia reside en el
cromatograma donde tiene lugar la integracion de los picos cromatogréaficos. En
esta ocasion, la integracion se realizo sobre el cromatograma de intensidades para
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m/z 44, mientras que en procedimientos de IDMS en linea de carbono, esta
integracion tiene lugar sobre el cromatograma de flujo masico.

111.2.3 Cuantificaciéon mediante GC-FID

Debido al caracter genérico y universal del detector FID para cromatografia de
gases es posible la cuantificacion de los compuestos de una mezcla sin la
necesidad de estdndares especificos. Las dos estrategias de calibracion para la
cuantificacion independiente del compuesto mediante GC-FID son el método del
porcentaje de area, y el empleo del nimero de carbonos efectivo (ECN) para
predecir los factores de respuesta relativos de los analitos respecto a un patron
interno de referencia. EI método del porcentaje de area se suele emplear cuando
los compuestos a determinar pertenecen a una misma familia estructural con un
namero cercano de atomos de carbono. En este caso, la eleccién de un patron
interno adecuado puede proporcionar datos cuantitativos de manera directa a
través de la Ecuacion [26]:

As

A, Crs [26]

Cs =
En donde c, es el contenido (mg/g) del compuesto analizado; As y A, son las
areas de los picos correspondientes al analito y al patrén interno, respectivamente;
y c;s es el contenido (mg/g) del patrén interno utilizado. Esta ecuacién es
equivalente a la ecuacién [23], utilizada en la cuantificacion mediante el
procedimiento de Dilucion Isotopica en linea de carbono, cambiando Unicamente
la concentracion del compuesto en carbono por la concentracién del compuesto.

Para corregir las diferencias encontradas en la respuesta del FID debido a la
contribucion de los diferentes grupos funcionales o heterodtomos que pueden estar
formando parte de la estructura de un compuesto, se utiliza la correccion del ECN
para la obtencién de los datos cuantitativos. La cuantificacion se realiza a través
de la Ecuacion [27]:

As ECN;g MW,
Cs = — —— (s
Ais ECNg MWig

[27]

En donde ECN;, ECN;,s, MW, y MW,s, se corresponden con el numero de
carbonos efectivo y los pesos moleculares del analito y del patron interno,
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respectivamente. Esta ecuacion es muy similar a la ecuacion [25] cambiando el
nimero de atomos de carbono en el compuesto por su numero de carbonos
efectivo.

111.2.4 Determincion de deltas de carbono mediante GC-IRMS

El valor del delta de carbono 8™*C es la diferencia relativa en la relacién isotopica
BCI*C entre el analito y el estandar de referencia internacional Vienna Peede
Belemnite (VPDB) al que se le ha asignado un valor de delta de cero, expresado
en tanto por mil.

Los equipos GC-IRMS disponen de una interfase de combustion donde todo el
eluyente cromatogréfico se transforma en CO,. El flujo de CO, procedente de la
combustion entra en la fuente de ionizacion electronica donde se ioniza, para mas
tarde medir de manera simultdnea las sefiales procedentes de los diferentes
isotopdlogos formados a las masas 44, 45 y 46. La relacion iostopica “*C/**C se
calcula como la relacién de las areas de pico a m/z 44 y m/z 45 correspondientes a
las especies *CO," y **CO,". La contribucién del oxigeno natural a la sefial para
m/z 45 es significativa (6,5%) por lo que es necesaria su correccion, y por ello la
medida de la sefial a m/z 46. La determinacion del valor del delta es un proceso
automatico realizado por el software y para su determinacion los Unicos requisitos
necesarios son: (i) una separacion cromatogréfica a linea de base de los
compuestos de interés, (ii) la introduccidn de un estandar de referencia certificado
en delta de carbono respecto al estdndar internacional VPDB, vy (iii) evitar el
solapamiento cromatografico entre el estdndar de referencia y los compuestos
presentes en la muestra.

El estandar de referencia se adicion6 a la muestra antes del analisis
cromatografico para corregir cualquier proceso de fraccionamiento que pueda
tener lugar durante el analisis. Cuando se sigue esta estrategia para la introduccion
del estandar, éste suele contener al menos dos compuestos certificados en delta.
Uno de ellos actuara como referencia y su valor de delta certificado debe
introducirse en el procesador de datos Isodat 2.0. De esta manera, el software
calcula el valor de delta para todos los compuestos presentes en el cromatograma.
El valor calculado para el segundo compuesto certificado, que también esta
presente en el estdndar, debe estar en perfecta concordancia con el valor
certificado para obtener valores de delta fiables. Ademas, se introdujeron pulsos
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de CO; a lo largo del andlisis cromatografico para comprobar la variacion del
delta durante el analisis. EI CO, se introdujo a traves de la interfase Conflo IV,
cuya principal misién es igualar la presion con la que muestra y CO, entran en la
fuente de ionizacion para conseguir la precision requerida en la determinacion. En
este caso, el valor de delta de los pulsos de CO, so6lo fue un indicador de la
variacion del delta, pero no se utiliz6 como estandar de referencia.

111.2.5 Sintesis del diéxido de carbono enriquecido empleado como trazador

La sintesis del trazador se realiz6 siguiendo el mismo procedimiento que el
empleado durante el desarrollo del prototipo instrumental GC-combustion-MS
para la aplicacién de la Dilucién Isotdpica en linea de carbono [67]. De manera
general, se introduce una pequefia cantidad (200 mg) de bicarbonato sddico
enriquecido en carbono-13 en un vial de tres bocas previamente purgado con helio
para evitar contaminaciones por el CO, natural presente en el aire. A
continuacién, se afiaden 500 pL de &cido fosforico a través de un septum vy, tras la
reaccion acido-base, se genera el CO, enriquecido en **C. Utilizando una jeringa
especial para gases, se extraen del matraz 7 mL de la fase gaseosa y se introducen
en el depobsito para gases, utilizado para almacenar el trazador. Una vez inyectado
el trazador, el deposito se presuriza con helio a 5 bar.

111.3 MATERIALES Y REACTIVOS

111.3.1 Materiales

A lo largo de la presente Tesis Doctoral se utilizd el siguiente material de
laboratorio:

= Viales &mbar de vidrio con tapon recubierto de PTFE de 2, 7 y 15 mL (Sigma-
Aldrich, St. Louise, USA).

* Viales de vidrio de 2 mL con septum de silicona/PTFE para autoinyector
(Sigma-Aldrich, St. Louise, USA).

= Jeringa de vidrio de 10 pL para autoinyector (Sigma-Aldrich, St. Louise,
USA).

= Jeringa para gases de 10 mL (Hamilton, Bonaduz, Suiza).
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= Pipetas pasteur de vidrio (Deltalab, Barcelona, Espafia).

= Micropipetas de volumen ajustable de 2-20 pL, 20-200 pL y de 100-1000 pL
(High Tech Lab, Polonia y Eppendorf, Alemania).

= Capilar de silice desactivado de 0,25 mm de didmetro interno (Sigma-Aldrich,
St. Louise, USA).

111.3.2 Patrones

El bicarbonato sédico enriquecido en *C al 99% (>98% de pureza) se obtuvo de
Cambridge Isotope Laboratories (Andover, MA, USA).

La mezcla estandar de PAHs (2000 pug/mL de cada compuesto en diclorometano)
y la mezcla estandar de PCBs (10 pg/mL de cada compuesto en n-hexano) fueron
suministradas por Supelco (Bellefonte, PA, USA). La mezcla estandar de n-
alcanos (40 pg/mL de cada compuesto en n-hexano) fue suministrada por Fluka
(Seelzy, Alemania).

La mezcla estandar de los FAMEs pares y saturados desde el C4:0 hasta el C24:0
(1000 pg/mL de cada compuesto en n-hexano) fue suministrada por Sigma-
Aldrich (St. Louise, USA).

Los patrones individuales de n-alcanos: octadecano y pentadecano, ambos con
una pureza > 99,8% fueron proporcionados por Fluka (Seelzy, Alemania). Los
patrones individuales 1-benzotiofeno (97% de pureza) y dibenzotiofeno (98% de
pureza) fueron obtenidos de Acros (Sprinfield, NJ, USA), y el patrén 3-
metilbenzotiofeno (96% de pureza) fue suministrado por Sigma-Aldrich (St.
Louise, USA). EIl patrén benzo(b)fluoreno fue igualmente suministrado por
Sigma-Aldrich (St. Louise, USA).

Los patrones individuales de los FAMEs heptadecanoato de metilo (C17:0, pureza
99%), oleato de metilo (C18:1, pureza 99,7%), linoleato de metilo (C18:2, pureza
99,2%) vy linolenato de metilo (C18:3, pureza 99,4%), y los patrones individuales
de los n-alcanos tridecano (pureza 99,6%) y heptadecano (pureza 99,7%) fueron
obtenidos de Sigma Aldrich (St. Louise, USA).

El material de referencia certificado SRM 2772 de biodiesel B100 basado en soja
fue obtenido del NIST (Gaithersbureg, MD, USA). El contenido de FAMEs se da
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como concentracion certificada para ocho de los compuestos de la muestra,
mientras que el resto se dan como valores de referencia.

El estandar de referencia certificado en deltas de carbono constituido por los n-
alcanos C11, C15 y C20 (150 pg/mL de cada compuesto en ciclohexano) se
obtuvo de Chiron (Trondheim, Norway). Todos los datos de 8C estan
expresados respecto al estdndar de referencia internacional VPDB.

La estructura quimica y los acrénimos de los PAHs, PCBs y benzotiofenos
utilizados se dan en las tablas Tabla. A. 1, Tabla. A. 2 y Tabla. A. 3 del Anexo 1.

111.3.3 Muestras

Cuatro muestras de biodiesel puro fueron suministradas por el proyecto de
investigacion europeo JRP-ENGO09 “Metrology for Biofuels” organizado por el
EMRP (European Metrology Research Programme): (i) SME-mx, un biodiesel de
soja procedente de México, (ii) SME-br, un biodiesel de soja procedente de
Brasil, (iii) CME-us, un biodiesesl de canola procedente de Ameérica, y (iv) RME-
de, un biodiesel de colza procedente de Alemania.

Una muestra de biodiesel de origen desconocido fue sumintrada por una empresa
anonima espafiola productora de biodiesel: UME-es.

111.3.4 Reactivos generales

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico. Todas las disoluciones
estdndar de trabajo se prepararon por disolucién/dilucién en n-hexano o
diclorometano, ambos descritos para analisis de trazas organicas con una pureza >
99,0% (Sigma-Aldrich, St. Louise, USA).

El &cido fosférico empleado (99% de pureza) para generar el CO; enriquecido fue
tambien suministrado por Sigma-Aldrich (St. Louise, USA).
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IV.1 CAPITULO1

Modificacion de un Cromatografo de Gases-
Espectrometro de Masas de Relaciones Isotopicas (GC-
IRMS) para la aplicacion de la Dilucion Isotépica en
Linea de Carbono

La Dilucién Isotopica en linea de carbono es una metodologia relativamente
reciente orientada a la busqueda constante de un detector genérico en
cromatografia de gases que permita la cuantificacion absoluta de compuestos
organicos sin la necesidad de estandares especificos para cada compuesto ni la
realizacion de calibrados.

Para su aplicacion fue necesario un gran esfuerzo inicial por la labor de desarrollo
instrumental y puesta a punto de la metodologia. No so6lo fue posible la
cuantificacion absoluta de los compuestos organicos estudiados (alcanos, BTEX,
ésteres) y su aplicacion a muestras reales, sino que ademas se observo que el
método desarrollado constituye una herramienta extraordinariamente util para el
estudio cuantitativo de etapas de preparacion de muestra, como lo es la
microextraccion en fase sélida.

La extension de la metodologia a un mayor nimero de compuestos organicos
permitira definir el detector desarrollado como el primer detector verdaderamente
genérico y universal para cromatografia de gases.

A pesar de los grandes logros conseguidos, las caracteristicas instrumentales del
prototipo original desarrollado no fueron lo suficientemente adecuadas para la
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cuantificacion de compuestos organicos con determinadas propiedades fisico
quimicas y dado que se trata de un prototipo, no cuenta con la robustez y
automatizacion necesaria para su aplicacién en analisis de rutina. Puesto que las
principales limitaciones de la metodologia se encuentran en la parte instrumental,
el objetivo de este primer capitulo serd la busqueda de la instrumentacion
adecuada que permita la extension del rango de compuestos organicos aptos para
la aplicacion de la Dilucién Isot6pica en linea de carbono por cromatografia de
gases.

A continuacién se detallard el prototipo desarrollado inicialmente con el fin de
mostrar las caracteristicas que debe ofrecer la instrumentacion elegida para la
aplicacion de la Dilucion Isotopica en linea de carbono. Ademas, esta informacion
resultard imprescindible para dar a conocer las principales limitaciones de la
instrumentacion existente.

IV.1.1 PROTOTIPO INSTRUMENTAL GC-COMBUSTION-(Q)-MS PARA
LA APLICACION DE LA DILUCION ISOTOPICA DE CARBONO
EN LINEA

El sistema se instal6 sobre un GC-MS comercial consistente en un cromatégrafo
de gases con inyector split/splitless y un espectrdmetro de masas de tipo
cuadrupolo. La Figura 12 muestra un esquema del montaje instrumental
desarrollado, mostrando las distintas partes del sistema.

Como se puede apreciar, se realizaron tres modificaciones fundamentales para
posibilitar la aplicacion de la Dilucion Isotdpica en linea de carbono. La primera
modificacion y pieza clave del desarrollo instrumental fue la interfase de
combustién localizada tras la elucion de los compuestos organicos del sistema
cromatografico. Esta interfase consta de un tubo ceramico de 40 cm x 3 mm de
diametro externo y 0,5 mm de interno, relleno en su parte central con hilos de
cobre y platino. Este tubo alcanza altas temperaturas gracias a una resistencia
encargada de calentarlo. La temperatura se reguld por medio de un controlador
externo y el conjunto se aislo convenientemente debido a las altas temperaturas
empleadas.

La principal funcion de la interfase de combustidn es la oxidacion cuantitativa de
los compuestos organicos a didxido de carbono. En este paso se consigue una
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respuesta instrumental homogénea para los distintos analitos, dado que la Unica
especie quimica que finalmente se detecta es el CO,. La intensidad de la sefial
para cada analito dependera por tanto de su concentracion y del nimero de
carbonos que posea, pero no de su estructura quimica, requisito imprescindible
para la aplicacion de la dilucion isotdpica en linea con fines cuantitativos.

Controlador de

flujo mésico
Columna Columna
Masas Masas - 13
- & Deposito de trazador (**CO,)
Horno" Horno ¥
2 4
Trazador Trazador Interfase de
Inyector .
. - combustién
split/splitless
lonizacion | )
electrénica Valvula de
— 6 vias
Espectrometro
de Masas -
Columna cromatografica

Figura 12. Esquema del primer prototipo instrumental desarrollado GC-Combustién-
(Q)MS para la aplicacion de la Dilucion Isotopica en linea de carbono.

Para que la reaccion de oxidacion tenga lugar, el relleno de cobre del tubo de
combustion tiene que ser oxidado previamente a 6xido de cobre. Para ello se hizo
pasar a través del tubo un flujo de oxigeno de aproximadamente 1 mL/min
durante 4 6 5 horas manteniendo la interfase a una temperatura de 500°C . El
Oxido de cobre actia como donor de oxigeno en la reaccion de combustion,
mientras que el platino actia como catalizador de la misma. Para una conversion
cuantitativa a CO;, la interfase tuvo que calentarse a una temperatura Optima.
Como consecuencia de la reaccion de oxidacion, el oxido de cobre se reduce a
cobre elemental, por lo que el reactor de combustion tiene que ser reoxidado
periédicamente.
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Otro de los requisitos imprescindibles para la aplicacion de la Dilucion Isotopica
en linea es la adicion de un trazador genérico enriquecido isotopicamente. Como
trazador isotopico se empled CO, enriquecido en *C con el fin de obtener una
respuesta instrumental homogeénea tanto para los diferentes compuestos de interés,
transformados ahora en *2CO,, como para el trazador enriquecido, *CO;,. La
mezcla del flujo de trazador con el flujo procedente de la cdmara de combustidn
se realizé a través de un conector en Y de acero inoxidable antes de su paso al
espectrometro de masas. De esta manera el equilibrio isotdpico entre ambas
especies se alcanza antes de la entrada en la fuente de ionizacion, lo que posibilitd
la cuantificacién mediante Dilucién Isotdpica en linea utilizando un espectrometro
de masas con fuente de ionizacion electronica.

El sistema disefiado para la introduccion continua y constante del flujo de
trazador, asi como la generacion del mismo, se ha explicado brevemente en la
parte experimental de la presente Tesis Doctoral dado que se emple el mismo
dispositivo para la adicion.

La ultima modificacion realizada consistio en la introduccion en el sistema de una
valvula manual para gases de dos posiciones y seis vias fabricada en acero
inoxidable y, capaz de trabajar a temperaturas de hasta 350°C. Esta valvula
cumple dos funciones principales. Por un lado, la valvula evita que el disolvente
de la muestra inyectada llegue a la interfase de combustion. La entrada de gran
cantidad de materia organica al reactor reduce la vida util del mismo y
dependiendo del disolvente utilizado puede llegar incluso a bloquearlo de manera
irreversible. Por otro lado, la valvula permite dirigir el flujo procedente de la
columna cromatografica bien directamente hacia el espectrémetro de masas,
actuando como un GC-MS convencional, o bien hacia la interfase de combustion
para la cuantificacion de los compuestos mediante Dilucidn Isotdpica en linea.
Esta modificacion ofrecio al sistema una gran flexibilidad al no sacrificar la
capacidad de elucidacion estructural caracteristica de la instrumentacion GC-MS.
Ademas el aspecto cualitativo es importante ya que se puede comprobar la pureza
del pico cromatografico.
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IVV.1.1.1 Procedimiento experimental GC-combustion-(Q) MS con Dilucién
Isotdpica en linea de carbono

Puesto que el procedimiento general de cuantificacién mediante dilucion isotdpica
en linea de carbono ya ha sido descrito en la parte experimental de la presente
Tesis Doctoral, en este apartado sélo se hard referencia al procedimiento
experimental, desde la inyeccion de la muestra hasta la medida de la relacion
isotépica *2C/*3C, con el fin de abordar de manera global tanto las modificaciones
instrumentales como las consideraciones analiticas tenidas en cuenta para su
aplicacion.

La inyeccion de la muestra en el sistema cromatogréfico se realiz6 de manera
manual a través de un inyector convencional en caliente split/splitless. La
configuracién inicial de la valvula de 2 posiciones en el momento de la inyeccién
dirige el flujo procedente de la columna cromatogréafica hacia el espectrometro de
masas con el fin de evitar el paso del disolvente hacia el horno de combustion.
Tras el tiempo necesario para la eliminacion del disolvente, un giro manual de la
valvula redirecciona los compuestos eluidos de la columna cromatogréfica hacia
el horno de combustién donde se transforman cuantitativamente en CO, y H,0. El
flujo del trazador enriquecido, '*CO,, suministrado de manera continua y
constante, se mezcla con los gases producidos tras la combustion, produciéndose
el equilibrio isotopico requerido *2CO,/**CO, antes de la entrada al espectrémetro
de masas. La molécula de CO, se ioniza en la fuente de ionizacion electronica
formando las especies *CO," y *CO,", las cuales son detectadas a las masas 44 y
45 a través de la seleccién de la Monitorizacion de lones Seleccionados (SIM). El
tiempo de integracion fue optimizado para obtener tanto una buena precision en la
medida de la relacion, como perfiles de pico bien definidos. La relacion medida
de estas dos sefiales a m/z 44 y m/z 45 es practicamente equivalente a la relacion
12C/¢, ya que la influencia de la composicién isotépica del oxigeno natural en la
molécula de CO; se considerd despreciable.

IV.1.1.2 Limitaciones instrumentales del prototipo GC-C-(Q)-MS para el
desarrollo de aplicaciones mediante Dilucion Isotopica en linea de
carbono

La principal limitacion existente en los procedimientos de Dilucidn Isotopica en
linea de carbono esta relacionada con la pérdida de sustancia antes del equilibrio
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isotépico entre el *CO, natural procedente de los compuestos de la muestra y el
3C0, procedente del trazador enriquecido. Cualquier pérdida de sustancia durante
la preparacion de muestra o efectos de discriminacion durante las diferentes
etapas del analisis no seran corregidas por el trazador antes de que el equilibrio
isotdpico tenga lugar. Esta limitacion sera tenida en cuenta en cada una de las
etapas del anélisis GC-Combustion-(Q) MS.

IV.1.1.2.1 Inyector

El equipo GC-MS comercial estd equipado con un inyector convencional
split/splitless con un disefio especial que mantiene el septum a una temperatura
relativamente baja. Este disefio no requiere purga del septum y minimiza la
discriminacion de los compuestos organicos mas volatiles en el puerto de
inyeccion. A pesar de que el inyector split/splitless es uno de los inyectores mas
utilizados en cromatografia de gases por su sencillez, robustez y facil manejo, es
el inyector que da lugar a una mayor discriminacion de los compuestos en la etapa
de inyeccion. Tal discriminacion afectara a la exactitud de los resultados tras la
aplicacion de la Dilucion Isotopica en linea de carbono en muestras constituidas
por compuestos con un amplio rango de puntos de ebullicion, ya que pérdidas en
el inyector no seran corregidas. Para un correcto uso de este inyector split/splitless
es necesario llegar a una situacion de compromiso, donde la temperatura sea lo
suficientemente elevada como para minimizar la pérdida de los compuestos mas
pesados de la muestra, pero sin provocar la discriminacion de los méas volatiles.
Aun asi, cuando la diferencia en los puntos de ebullicion de los compuestos es
muy amplia, la discriminacion sera inevitable [73].

Por lo tanto, el inyector split/splitless del prototipo instrumental desarrollado no es
el méas adecuado para la aplicacion de la Dilucion Isotopica en linea de carbono,
ya que evita la extension de la metodologia a ciertas mezclas de compuestos
organicos.

Por otro lado, la inyeccion de la muestra se realizo de manera manual. Este tipo de
inyeccion da lugar a una gran variabilidad en el volumen inyectado, ocasionando
una baja reproducibilidad de la medida. Los pequefios volimenes de muestra
inyectados en cromatografia de gases (1-2 uL) provocan que pequefias variaciones
en el volumen originen grandes errores en la cuantificacion. Sin embargo, el uso
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de un patron interno para la calibracion del flujo del trazador enriquecido en
procedimientos de Dilucion Isotopica en linea corrige la variabilidad en el
volumen de muestra inyectado. De esta manera, la Unica limitacion de la
inyeccién manual es la disminucién del rendimiento analitico del sistema.

1V.1.1.2.2Horno de combustién

Como ya se ha comentado, el reactor utilizado para la oxidacién de los
compuestos organicos a CO, esta formado por un tubo cerdmico relleno de hilos
de Cu y Pt. Tras la oxidacion del reactor, el Cu, transformado en CuO, actia como
donor de oxigeno, y tras el paso de los compuestos organicos el cobre recupera su
forma original disminuyendo la superficie de oxidacion del reactor. Por lo tanto,
son necesarios procesos de reoxidacion para regenerar su capacidad oxidativa.

La temperatura 6ptima de trabajo para este tipo de reactores rellenos con hilos de
Cu es de 800-850°C. A temperaturas superiores se produce un sangrado continuo
de oxigeno perdiendo la capacidad oxidativa mas rapidamente. Esta limitacion en
la temperatura provoca que el reactor no tenga la suficiente eficacia de oxidacion
para algunos compuestos organicos mas complejos, dando lugar a procesos de
combustion no cuantitativa. Cabe recordar que el reactor de combustion debe
asegurar la conversion cuantitativa de los compuestos organicos que pasan a su
través para poder aplicar procedimientos de Dilucion Isotopica en linea, ya que
pérdidas de sustancia anteriores al equilibrio isotépico con el trazador no seran
corregidas. Por lo tanto, la eficacia oxidativa del reactor utilizado para la
combustion es limitante para la cuantificacion de compuestos organicos
complejos mediante procedimientos de Dilucion Isotdpica en linea de carbono.

En cuanto a la parte operacional, el proceso de oxidacion y sucesivas
reoxidaciones del reactor se realizaron de manera manual. Tras la desconexion de
los capilares de la valvula de dos posiciones, que conectan el horno de combustion
con el sistema, se hace pasar un flujo de oxigeno de aproximadamente 1 mL/min
controlado por un regulador de flujo externo. Este proceso tiene lugar a una
temperatura elevada y optimizada de 500°C, durante un tiempo determinado (4 0
5 horas), para que la oxidacion del cobre tenga lugar. Una vez finalizada la
oxidacion es necesario un paso de eliminacion del exceso de oxigeno para evitar
su entrada al espectrometro de masas. Para ello, se conecta el horno al sistema por
uno de sus extremos, y se hace pasar un flujo de helio durante un tiempo
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determinado. Una vez finalizado el proceso de venteo, se conecta el horno al
sistema por ambos extremos.

Este proceso aparentemente sencillo, es necesario realizarlo con precaucion.
Debido a la implementacion de la valvula de 6 vias existe un gran numero de
capilares de silice en el interior del horno cromatografico. Los procesos de
calentamiento y enfriamiento del horno aumentan la fragilidad de los capilares y,
la manipulacion de las conexiones puede resultar estresante para el usuario.

Por otro lado, para la introduccion del capilar por el extremo del reactor que se
encuentra en el interior del horno cromatografico, es necesario quemar el
recubrimiento polimerico del capilar y evitar asi su combustién en el interior del
reactor. La silice fundida al descubierto presenta una gran fragilidad y su
introduccién en el reactor presenta cierta complejidad.

IV.1.1.2.3Valvula de dos posiciones y seis vias

La valvula implementada en el sistema permite el cambio en el modo de
operacion ofreciendo la posibilidad de trabajar tanto en GC-MS convencional
como en GC-Combustion-MS, ademas de evitar el paso del disolvente al horno de
combustion durante los primeros minutos del analisis.

Esta valvula presenta dos limitaciones importantes. Por un lado, el cambio manual
de la misma obliga al usuario a estar presente en el momento del analisis
impidiendo la automatizacion del sistema. Por otro lado, y de mayor importancia
analitica, el gran numero de conexiones necesarias en el desarrollo instrumental
provoca pequefias entradas de aire por cada conexion implementada. Esto dio
lugar a un fondo relativamente constante y significativo a m/z 44 disminuyendo
por tanto la sensibilidad del método. Sin embargo, cabe indicar que esta
contribucion de aire no afectd ni a la exactitud ni a la precision de la
cuantificacion.

Desde el punto de vista operacional, los procesos de calentamiento y enfriamiento
del horno cromatografico sellan las férulas utilizadas en cada una de las
conexiones de la valvula. Este proceso de sellado es necesario para evitar la
entrada de gran cantidad de aire al sistema, y esta recomendado en cromatografia
de gases siempre que se utilicen este tipo de conexiones. Sin embargo, en el
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prototipo instrumental desarrollado es necesario retirar estas férulas de la valvula
para poder realizar los procesos de oxidacion y reoxidacion del horno de
combustion y los cambios de la columna cromatografica. Estas férulas, ademas de
sellar el capilar para evitar la entrada de aire, se quedan selladas en el orificio de
la valvula y su retirada y reemplazamiento resulta ser un proceso arduo, siendo
incluso a veces necesario desmontar la valvula para una manipulacion mas
comoda. Una vez retiradas es necesario comprobar que no exista ninguna
particula de grafito que impida el paso del flujo o produzca el rallado del rotor
interno de la valvula que puede conducir posteriormente a fugas e interconexiones
entre diferentes posiciones.

1VV.1.1.2.4Fuente de ionizacion

Los productos de combustidn generados tras el paso de los compuestos puramente
organicos por el reactor son vapor de agua y didxido de carbono (y otros
minoritarios como NOx y SOx en el caso de que los compuestos contengan N y
S). Tras la mezcla con el trazador de carbono se produce el equilibrio isotopico
entre el *?CO, natural procedente de los compuestos de la muestra y el *CO,
procedente del trazador. La mezcla resultante pasa al espectrometro de masas
donde se miden las sefiales de los iones formados, *?CO,* y *CO,", param/z 44y
m/z 45 respectivamente.

Sin embargo, la presencia de agua en la fuente de ionizacién da lugar a reacciones
de transferencia de protones que generan interferencias isobaricas a m/z 45. El ion
H'?CO,", formado por la protonacién del i6n **CO,*, puede interferir en la medida
del i6n CO," durante la elucién del pico cromatogréfico. Este tipo de
interferencias no se consiguieron resolver con el prototipo instrumental
desarrollado, pudiendo producir errores por defecto en la cuantificacion de los
compuestos mediante Dilucidn Isotopica en linea de carbono. La introduccion de
un sistema para la eliminacion del agua tras alcanzar el equilibrio isotopico podria
ser una posible solucion para minimizar este efecto.

Ahora bien, es importante resaltar que la influencia de este efecto sobre la
exactitud de los resultados tras la aplicacion de la Dilucion Isotopica de carbono,
donde un trazador enriquecido isotdépicamente es continuamente afiadido, es
practicamente insignificante. Por ello, la introduccion de un sistema para la
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eliminacién del agua no se consideraria una mejora realmente necesaria sobre el
prototipo desarrollado.

IV.1.1.2.5Analizador de masas y Deteccion

El espectrometro de masas empleado en el prototipo instrumental desarrollado fue
de tipo cuadrupolo. Hoy en dia, este tipo de analizador es uno de los mas
extendidos para analisis de rutina debido a su relativa sencillez, robustez y bajo
coste. Ademas, presenta una gran reproducibilidad, una buena sensibilidad y una
alta velocidad de barrido. Sin embargo, debido al caracter secuencial de la medida
existen dos factores que hay que tener en cuenta en la medida de relaciones
isotopicas cuando se utilizan sefiales transitorias, como lo son las sefiales
obtenidas por cromatografia. El rapido cambio de la intensidad de la sefial durante
el pico cromatografico provoca cierto desfase espectral haciendo que las
relaciones isotopicas no sean constantes durante el perfil cromatogréfico, lo cual
se traduce en una pérdida de exactitud en el resultado final. Este desfase espectral
no afecta a la exactitud del resultado final cuando se emplean metodologias de
dilucion isotopica en linea.

Por otra parte, se ha observado que existe una estrecha relacion entre el tiempo de
integracion y la capacidad de seguir los perfiles de pico de manera exacta. Por lo
tanto, es necesario llegar a una situacion de compromiso para el tiempo de
integracion, de manera que se pueda obtener un buen perfil de pico sin observar
desviaciones espectrales. Como ya se ha comentado anteriormente, fue necesario
optimizar el tiempo de integracion para obtener tanto una buena precisién en la
medida de la relacion como perfiles de pico bien definidos.

1VV.1.1.3 Conclusiones

Tras una vision global del prototipo instrumental desarrollado para la aplicacion
de la Dilucion Isotdpica en linea de carbono, se puede concluir que el desarrollo a
corto plazo de nuevas aplicaciones con la instrumentacion disponible era muy
complicado. A pesar de que dicha instrumentacién desarrollada dio lugar al
nacimiento de una nueva modalidad de Dilucidn isotépica logrando el desarrollo
del primer detector verdaderamente genérico para la cuantificacion de compuestos
organicos (se aplico a la cuantificacion de estandares de alcanos, ésteres y BTEX,
ademas de su aplicacion a muestras reales) es necesaria la bdsqueda de una
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instrumentacion capaz de resolver los handicaps encontrados en el prototipo
instrumental desarrollado y que permita extender ain mas el campo de aplicacion
de la metodologia.

IV.1.2 CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTROMETRIA DE MASAS
DE RELACIONES ISOTOPICAS (GC-IRMS)

Los instrumentos IRMS estdn especialmente disefiados para medir de manera
precisa las pequefias variaciones existentes en las abundancias naturales de los
isétopos estables de elementos ligeros como carbono (**C/**C), nitrégeno
(*°*N/*N), azufre (°°S/%*S), hidrégeno (*H/*H) y oxigeno (**0/*°0). Los isétopos
estables de elementos ligeros tienen la caracteristica comdn de que sus
abundancias relativas varian de manera medible en los materiales naturales como
resultado de procesos de fraccionamiento, gobernados por efectos cinéticos o
termodinamicos donde uno de los is6topos estables se enriquece o empobrece
respecto al otro. Estas variaciones medibles se pueden emplear para la
diferenciacion entre muestras que poseen una composicion quimica idéntica en
una amplia variedad de materiales, proporcionando informacién inalcanzable por
otras técnicas.

Los instrumentos IRMS se desarrollaron hace mas de 75 afios. Sin embargo, no se
adaptaron como detectores para cromatografia de gases hasta los afios 70, y no fue
hasta 1988 cuando se comercializo el primer GC-IRMS. Una mejora mas tardia
sobre el disefio instrumental fue la incorporacion de un detector de ionizacion de
Ilama (FID), que permiti6 la cuantificacion de los analitos de manera simultanea
al analisis isotopico. Posteriormente, se incorporaron otros detectores utilizados
en cromatografia de gases que permitian la realizacion de analisis especificos del
compuesto. La introduccion de un MS convencional proporciono la ventaja
adicional de elucidacion estructural pudiendo comprobar la pureza del pico
cromatografico para su analisis por IRMS. Para incorporar estos detectores al
sistema GC-IRMS es necesaria una divisién del flujo tras la separacion
cromatografica de manera que una pequefa fraccion pasa al detector estandar,
mientras que el resto del eluyente continla hacia el sistema de monitorizacion
isotopica.

El andlisis isotdpico de los compuestos organicos de una mezcla compleja
mediante GC-IRMS proporciond informacion adicional con un alto poder de

-79-



Resultados y discusion

discriminacion, lo que desperto el interés del estudio de las relaciones isotopicas.
El gran avance que supuso la aparicion de una instrumentacion automatizada
junto con la apreciacion del potencial de la técnica para proporcionar una firma
isotOpica Unica para cada sustancia, asi como el marcaje con isotopos estables
para estudios de metabolismo, provocé que la instrumentacion GC-IRMS, hasta
entonces casi exclusiva de biogeoquimicos y de las industrias del petréleo y de los
perfumes, apareciera en una amplia seccion de las ciencias analiticas. Sin
embargo, la deteccion de relaciones isotdpicas de alta precision en GC sigue
siendo un area especializada y se utiliza tan solo en unos cientos de laboratorios
en el mundo.

Las medidas IRMS de alta precision requieren la conversion de los analitos a una
forma molecular comun antes de su entrada al espectrémetro de masas. La razon
por la que es necesaria esta transformacion es simple. Todas las moléculas
organicas poseen dos 0 mas elementos con abundancias isotdpicas variantes. La
composicion isotopica de los diferentes elementos que constituyen una molécula
puede variar de manera independiente dando lugar a diferentes isotopémeros con
una masa nominal muy préxima pero con diferente composicion isotépica. Por
ejemplo, una molécula que esté constituida por carbono e hidrogeno puede tener
una misma masa nominal debido a la contribucién del **C o ?H. Los instrumentos
IRMS no tienen la suficiente resolucion de masa para distinguir los isotopdmeros
existentes de una misma molécula debido a la alta precision requerida en la
medida de la relacion isotdpica. Para alcanzar esta alta precision es necesario
generar una gran corriente de iones y evitar asi los problemas de precision
asociados a la estadistica de conteo. Por lo tanto, cuanto mayor sea la ventana de
masas mayor numero de iones llegara al detector, sacrificando de esta manera la
resolucion de masa por la precision de la medida. Los instrumentos IRMS suelen
tener una resolucion de masa de una unidad. Esto implica que la corriente de iones
que llega al detector para una masa concreta estard formada por los diferentes
isotopomeros de la molécula con una diferencia de una unidad de masa. Por lo
tanto, la medida de la relacion de masas moleculares puede estar afectada por la
contribucion de la variacién isotopica de los diferentes elementos constituyentes
de la molécula dando lugar a medidas poco exactas [74]. Ademas, algunas
especies organicas pueden participar en reacciones de intercambio de protones en
la fuente de ionizacion del MS dando lugar a una gran confusion. Por otro lado, la
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ionizacion y transmision de las moléculas en el espectrometro de masas estan
acompariadas de efectos isotdpicos sustanciales que dependen de la forma
molecular del compuesto.

Para la transformacion de los compuestos que eluyen de la columna
cromatografica en una forma molecular comin, la instrumentacion GC-IRMS
dispone de dos interfases de reaccion introducidas entre el GC y el IRMS. La
eleccion de una u otra dependeré del elemento de interés. Para la medida de las
relaciones isotdpicas de C, N y S se emplea la interfase de combustion, donde los
analitos se transforman en los gases simples CO,, N, y SO,, respectivamente,
mientras que la medida de las relaciones isotopicas de H y O hace uso de la
interfase de pirolisis, donde los analitos se convierten en los gases simples H;, y
CoO.

Debido a que el interés de esta instrumentacion especializada reside en la
transformacion de los compuestos organicos a CO,, para la posterior aplicacion de
la Dilucion lIsotépica en linea de carbono, tan sélo nos centraremos en los
principios y desarrollo de las interfases de combustién para la medida de las
relaciones isotopicas de carbono.

IV.1.2.1 Procedimiento general para la medida de alta precision de la
relacion **C/**C mediante GC-IRMS

Todos los procedimientos para la medida de la abundancia de is6topos estables
con muy alta exactitud y precision tienen tres elementos comunes. Primero, los
analitos se convierten en una forma molecular simple que posea pocos
isotopologos. En este caso, tras la inyeccién de los analitos en el sistema
cromatografico, el eluyente de la columna al completo pasa a la interfase de
combustion donde se transforma en CO,. Esta especie gaseosa posee un ndmero
pequefio de isotopdlogos donde la mayor contribucion se encuentra a las masas
44, 45 y 46. En la Tabla 6 se encuentran recogidos los isotopologos existentes
para la molécula de CO, y su contribucion a las diferentes masas.
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Tabla 6. Isotopdlogos de la molécula de CO2 y contribucion de cada uno de ellos
a las masas 44, 45y 46, caracteristicas de los analisis GC-IRMS.

Especie Masa Abundancia  Abundancia por  Contribucién
isotdpica molecular isotdpica masa por masa %
12C160160 44 0,98458 0.98458 100
13C160160 45 0,01073 93,5
12C160170 45 0,00075 0.01148 6,5
12C160180 46 0,00405 99,795
13C160170 46 8,18E-06 0,202
12C170170 46 1,43E-07 0.00406 0,003
13C160180 47 4,41E-05
12C170180 47 1,54E-06
13C170170 47 1,56E-09 0.00005
12C180180 48 4,15E-06
13C170180 48 1,68E-08 4,17E-06
13C180180 49 4,53E-08 4,53E-08

El agua aparece como subproducto mayoritario de la reaccion de combustion y es
necesario eliminarla antes de su entrada al IRMS, para evitar reacciones de
protonacién en la fuente de ionizacion que puedan producir potenciales
interferencias isobaricas a las masas medidas. EI CO, procedente de la
combustion viaja hasta el detector IRMS donde se produce la ionizacion a traves
de una fuente de ionizacion electronica. Los iones generados pasan al analizador
de masas de sector magnético que separa los iones segun su relacion masa/carga
para finalmente ser detectados simultaneamente por copas de Faraday,
posicionadas en el mismo plano focal del espectrometro de masas, dando lugar a
medidas de las relaciones isotopicas altamente precisas. Para el carbono hay tres
copas de Faraday que detectan simultdneamente los isotop6logos mayoritarios del
CO, am/z 44, m/z 45 y m/z 46. Estas sefiales se registran para la obtencion del
cromatograma a las diferentes masas medidas. Se emplea un sistema de medidas
diferenciales en el que la muestra y un estandar de abundancia isotdpica conocida
y relativa a un estandar internacional, se comparan repetidamente. Este sistema de
medidas diferenciales desarrollado por primera vez por Urey en 1950, sigue
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empleandose en las medidas isotdpicas de alta precision. La diferencia en las
corrientes de iones entre la muestra y el estandar, que se encuentra en la misma
forma quimica que los analitos (CO,), es exactamente proporcional a la diferencia
en sus relaciones isotopicas, permitiendo el calculo preciso de la relacion
isotdpica relativa.

Por convenio, la abundancia relativa de los is6topos estables esta siempre referida
al isétopo pesado y se emplea la notacion delta para expresar los resultados. El
valor delta es la diferencia relativa en la relacion isotopica entre la muestra y un
estandar, y se expresa en partes por mil. La ecuacion [28] describe el calculo del
valor del delta de carbono, 8C, a partir de las relaciones isotdpicas medidas
(R*C/*2C) para muestra (R,;,) y estandar (R;).

s§13¢ = B = Rs x 1000 [28]
R

La notacion delta tiene dos funciones principales. En primer lugar, la
incertidumbre de una relacion isotopica relativa siempre va a ser menor que la de
una relacion isotopica absoluta, y por tanto se puede alcanzar una mayor precision
en los resultados. Por otro lado, la notacidn delta permite observar los pequefios
cambios en las relaciones isotopicas de manera sencilla al eliminar un gran
namero de cifras decimales que no varian. De esta manera, un compuesto
organico con una relacién **C/**C de 0,01082 + 0,00008 podria darse en notacion
delta respecto al estandar internacional (R**C/**C = 0,011224) como 13C = -
35,5 £ 0,2 %o. Valores de delta positivos representan un enriquecimiento de los
is6topos pesados frente al estandar internacional, elegido por su alto
enriquecimiento en el is6topo mas pesado, mientras que valores negativos
representan un empobrecimiento de los is6topos pesados.

Por Gltimo, es importante resaltar la importancia de la correccion del 'O para el
paso de la relacién medida 44/45 a la relacion 13/12, necesaria para el calculo de
deltas de carbono cuando se requieren medidas de alta precision en las relaciones
isotOpicas naturales de un compuesto. Esta correccién esta basada en un algoritmo
matematico aplicado a las medidas de CO, para corregir la contribucion isotdpica
del oxigeno natural. Como se puede observar en la Tabla 6, mientras que m/z 44
estd representada por un solo isotopomero, la contribucion del isotopdmero
12cY00 contribuye aproximadamente en un 7% a la abundancia de la masa 45.
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Es necesario por tanto aplicar una correccion que permita la transformacion de la
relacién medida a la relacion real. Estos algoritmos, que necesitan la sefial medida
a m/z 46 para poder ser aplicados, estan incluidos en el software de los equipos
comerciales y facilita enormemente los célculos. Tanto la automatizacion de la
instrumentacién como las mejoras en el software, que permiten obtener resultados
finales de alta precision sin la necesidad de optimizaciones ni célculos
adicionales, han provocado el gran avance producido en el namero de
aplicaciones de esta técnica tan especializada. Sin embargo, es necesario prestar
una especial atencién a las diferentes etapas del analisis para evitar cometer
errores en la determinacion. Todos los pasos de preparacion de muestra y de
analisis deben ser cuidadosamente optimizados y revisados para evitar efectos
potenciales de discriminacion de masa y evitar el fraccionamiento isotopico de los
compuestos de interes.

Dado que esta instrumentacion GC-IRMS permite la combustién de los
compuestos eluidos de la columna cromatografica a CO, de manera continua,
constante y automatizada para la posterior medida de la relacién isotdpica de
interés con alta precisién y exactitud en el espectrometro de masas, abordaremos a
continuacidn las diferentes etapas del andlisis con el fin de encontrar las ventajas
y limitaciones de esta instrumentacion respecto al prototipo instrumental
desarrollado GC-Combustion-(Q)-MS utilizado para la aplicacion de la Dilucion
Isotopica en linea de carbono. Ademas, puesto que ambas metodologias requieren
la conversion de los compuestos organicos a CO,, son consideradas técnicas no
selectivas ya que toda la materia organica es detectada. Esta pérdida de
selectividad supone un problema para su aplicacion en muestras complejas donde
todos los compuestos organicos seran detectados aunque tan s6lo una minima
parte requieran ser analizados. Esta limitacion esta siendo abordada en las
diferentes aplicaciones desarrolladas en GC-IRMS mediante la mejora en la
resolucion cromatogréafica. Estas mejoras pueden ser de gran ayuda también en el
analisis mediante Dilucion Isotdpica en linea de carbono para la cuantificacion de
compuestos organicos en muestras complejas.

1VV.1.2.2 Sistemas de introducciéon de muestra

Al igual que en cualquier cromatografo de gases, existe una gran variedad de
posibilidades para la introduccién de la muestra en el sistema GC-IRMS. La
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naturaleza de la muestra, las propiedades fisico-quimicas de los analitos y la
concentracion de los mismos son algunos de los parametros a tener en cuenta para
la eleccion del sistema de introduccion de muestra méas adecuado. Pero sin duda,
el aspecto mas importante a considerar para garantizar la calidad de la relacion
isotdpica medida es una inyeccion de la muestra sin fraccionamiento. Para ello, es
necesario una transferencia cuantitativa de todos los compuestos de la muestra
desde el momento de la inyeccién hasta la entrada en la columna analitica. De lo
contrario, los procesos de fraccionamiento que pueden tener lugar pueden traer
consigo la aparicion de efectos isotdpicos durante la vaporizacion y difusion de la
muestra que falsearan la medida de la relacién isotopica.

Debido a esta necesidad de una inyeccion de la muestra sin fraccionamiento, en la
actualidad los equipos comerciales GC-IRMS ofrecen una gran variedad de
inyectores y modos de inyeccion integrados en el sistema o con posibilidades para
su integracion. De esta manera se asegura una transferencia cuantitativa de los
analitos durante la etapa de inyeccion para un gran namero de aplicaciones. La
inyeccion split/splitless, on-column, vaporizacién con temperatura programable
(PTV), microextraccion en fase sélida y purga y trampa son las mas comunes y
utilizadas en este tipo de instrumentaciéon. Todas ellas estdn controladas por el
software de manera automatizada facilitando enormemente su optimizacion.

Los métodos de inyeccion splitless, on column y vaporizacion con temperatura
programable (PTV) han sido todos ellos ampliamente utilizados con éxito. Sin
embargo, existe alguna ambigiiedad con el fraccionamiento isotopico asociado a
la inyeccion split. Varias publicaciones no han encontrado un fraccionamiento
significativo a cualquier relacién de split, mientras que otras han citado problemas
para una relacion de split en el inyector menor de 20:1. Por otro lado, la
microextraccion en fase sélida ha demostrado ser una técnica de preconcentracion
e inyeccion adecuada para compuestos organicos solubles en agua, aunque existe
un pequefio fraccionamiento isotopico asociado al proceso de adsorcion [75]. Por
ultimo, el sistema de preconcentracion purga y trampa es el que ha proporcionado
los mejores limites de deteccion [76].

1V.1.2.3 Cromatdgrafo de gases

Los principios fundamentales del cromatdgrafo de gases no se diferencian de los
utilizados en otras técnicas analiticas como pueden ser GC-MS o GC-FID.
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1VV.1.2.3.1Resolucion

La principal funciéon del GC reside en proporcionar una resolucion en linea de
base entre los distintos compuestos de interés presentes en la muestra. La medida
exacta de la composicidon isotopica en un pico cromatografico requiere la
integracién del pico completo sin compuestos interferentes que coeluyan con los
analitos. Debido a que se trata de una técnica no selectiva donde toda la materia
orgénica que eluye de la columna cromatogréfica va a ser detectada, la presencia
de impurezas en un pico cromatografico no podra ser detectada.
Desgraciadamente, la existencia de un gran nimero de compuestos solapados en
muestras con matrices complejas, como puede ser una muestra medioambiental,
es habitual. Se han propuesto procedimientos matematicos para la resolucion de
los picos solapados obteniendo resultados altamente satisfactorios [77] [78]. Sin
embargo, la incorporacion en los softwares comerciales todavia no ha tenido
lugar.

Ademas, el problema de la falta de resolucion cromatogréfica se agrava por un
lado por la presencia de los capilares empleados en la interfase de combustion y
por otro lado por el propio proceso de conversidén quimica que tiende a degradar la
forma del pico induciendo a la aparicién de colas [79]. Estos efectos han sido, y
estan siendo, muy estudiados con el fin de disminuir el ensanchamiento producido
en los picos. Desgraciadamente, no ha sido posible alcanzar adn la resolucién
obtenida en instrumentos GC-MS convencionales que pueda conducir a una
mayor pureza de pico cromatografica (menor solapamiento).

A pesar de los problemas encontrados para una resolucién de picos a linea de base
en muestras complejas, las condiciones cromatograficas utilizadas en la mayoria
de los sistemas GC-Combustioén-IRMS son todavia bastante rudimentarias, donde
lo méas usual es emplear una sola columna capilar de 30 0 60 m . La cromatografia
bidimensional para el calculo de relaciones isotOpicas con este tipo de
instrumentacion podria mejorar enormemente el problema de resolucion
encontrado. Sin embargo, el uso de métodos GCxGC parece inadecuado debido a
que se requieren tiempos de respuesta del detector muy rapidos [80]. Existen
algunas publicaciones donde se han desarrollado sistemas que permiten la
aplicacion de la cromatografia en dos dimensiones con resultados altamente
satisfactorios [81] [82]. Sin embargo, han sido necesarias algunas modificaciones
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sobre la instrumentacion original para poder lograrlo. En primer lugar, es
necesaria la introduccion de un sistema criogénico modulador entre las dos
columnas cromatogréaficas, que permita el paso de los analitos de una columna a
otra de manera controlada y focalizada. En segundo lugar, el disefio de nuevos
reactores de combustion de menores dimensiones y diferentes materiales
oxidantes que ofrezcan un volumen muerto menor y por tanto, un menor
ensanchamiento de los picos. En tercer lugar, es necesario reemplazar el sistema
de Nafion normalmente utilizado en este tipo de instrumentacion para la
eliminacién del agua de los gases de combustion. La insercion de 10 cm del
capilar de transferencia en una trampa de agua con hielo seco y acetona a -78°C,
disminuye significativamente el ensanchamiento caracteristico de este proceso
[82]. Por ultimo, es imprescindible modificar los amplificadores del detector a
través de una nueva configuracion de las resistencias y condensadores para
permitir una respuesta mas rapida del detector, asi como el desarrollo de un
procesador de datos que permita registrar la sefial mas rapidamente. Estos nuevos
progresos en GC-IRMS estan favoreciendo el desarrollo instrumental de nuevos
sistemas comerciales que permiten la aplicacion de la cromatografia
bidimensional de manera automatizada, lo que supone una nueva era para esta
instrumentacion relativamente joven.

1V.1.2.3.2Efectos isotdpicos cromatograficos

Como ya se ha comentado, todas las etapas del analisis GC-IRMS deben
proporcionar una transmision de los analitos de la muestra sin que tengan lugar
procesos de fraccionamiento. El paso de los analitos por la columna
cromatografica es un proceso cuantitativo. Sin embargo, existen efectos isotopicos
que producen una pequefia desviacion en el tiempo de las masas medidas
simultaneamente, y que es necesario corregir para mantener la alta exactitud y
precision de los resultados. Debido a estos efectos isotdpicos, la sefial del
isotopomero mas pesado precede a la sefial del isotopémero mas ligero con una
diferencia aproximada de 150 ms, variando en funcién de la naturaleza del
compuesto, la polaridad de la fase estacionaria, la temperatura de la columna y el
flujo del gas portador. Este comportamiento es contrario al esperado por un efecto
en la presion de vapor, ya que el isotopdmero mas ligero tendria que eluir mas
rapidamente de la columna cromatografica debido a su presion de vapor mas alta
y por tanto, a un punto de ebullicibn mas bajo respecto al isotopémero mas
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pesado. Sin embargo, el efecto isotopico observado se debe a las diferencias entre
las interacciones soluto-fase estacionaria, dominadas por fuerzas de dispersion de
Van der Waals, que permiten una elucion mas rapida del isotopomero més pesado.
Este isotopomero presenta un volumen molar mas bajo. La razon para el
decrecimiento en el volumen molar es que el incremento en la fuerza del enlace
3C-H provoca una disminucién de la longitud del mismo y, en menor grado, de
los enlaces ?C-3C, **C-H y *2C-'?C, respectivamente [83].

Es necesario, por tanto, tener en cuenta este efecto isotopico durante la etapa
cromatogréfica, ya que la pérdida de informacion debido a ventanas de tiempo
inadecuadas para la deteccion del pico, dara lugar a la integracion parcial del pico
y comprometerd severamente la calidad de la relacion isotdpica medida.

1V.1.2.4 Interfase de combustion

El mayor problema encontrado en el acoplamiento del GC con el IRMS fue el
desarrollo de interfases de reaccion adecuadas que proporcionaran una conversion
continua y cuantitativa de los analitos manteniendo la resolucion del pico
cromatografico. Estas interfases son uno los aspectos mas especializados de los
sistemas GC-IRMS vy sigue siendo un foco de desarrollo en curso.

La interfase entre el GC y el IRMS debe cumplir cuatro objetivos fundamentales:
i) convertir cuantitativamente los analitos en una forma molecular comun
necesaria para la medida, ii) eliminar los productos de reaccion indeseables de la
corriente gaseosa generada iii) evitar que el pico de disolvente alcance el reactor
de conversion y iv) amortiguar las fluctuaciones de presion relativamente grandes
gue ocurren cuando los picos organicos discretos se combustionan o pirolizan.
Estos requisitos deben cumplirse a la vez que se mantiene la resolucion
cromatografica.

1VV.1.2.4.1 Reactor de combustién

La combustion de las moléculas organicas a CO, puede ser rapida y cuantitativa a
través de la interfase apropiada para el andlisis isotopico de carbono. Las
condiciones optimas del reactor para alcanzar tanto una combustion completa
como un largo tiempo de vida del reactor estan sujetas a debate y varian con la
quimica del analito. Las dos primeras consideraciones son la temperatura y el
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poder de oxidacién. Altas temperaturas permiten una combustion mas rapida y
cuantitativa pero también una pérdida rapida del poder de oxidacion. Los 6xidos
de cobre y niquel son los oxidantes mas comunmente elegidos. EI CuO es mas
reactivo a temperaturas por debajo de 800°C, mientras que el NiO comienza a ser
favorable a temperaturas mas altas. La diferencia surge de la dependencia de la
temperatura con la presion parcial del oxigeno sobre estos reactivos. Una solucién
ampliamente aplicada es incluir tanto el CuO como el NiO en el mismo reactor
junto con Pt como catalizador y trabajar entre 900-1030°C.

El O, se consume durante la combustion de los analitos y el sangrado de la
columna, y los reactivos oxidantes deben ser regenerados. Esto debe realizarse
periddicamente haciendo pasar un flujo de oxigeno a través del reactor.

El reactor de combustion es a menudo la principal fuente de ensanchamiento de
los picos en GC-IRMS, y se ha dedicado un esfuerzo considerable a la
optimizacion de su disefio. Dos aproximaciones son ahora comunes. La primera
utiliza un tubo cerdmico o de vidrio con un didmetro interno de 0.5 mm. Los hilos
de metal reactivo (Cu, Ni y Pt) de 0.1 mm de didmetro, son enrollados juntos e
introducidos en el tubo. El reactor se introduce en un tubo calentado a traves de
una resistencia, conectado por capilares de silice fundida por cada uno de sus
extremos y oxidado por la adicion de O,. Este disefio es el mas duradero y el més
facil de montar pero produce un modesto ensanchamiento de los picos. El
segundo disefio utiliza un solo capilar de silice fundida con los hilos metélicos
posicionados en el punto donde el capilar se calienta. Debido a la eliminacién de
conexiones y cambios en el diametro interno este proceso no da lugar al
ensanchamiento de picos. Sin embargo, resulta complejo de montar y se puede
romper facilmente ya que es necesario eliminar el recubrimiento de poliimida del
capilar mediante su quemado.

IV.1.2.4.2Eliminacion de los productos de combustion interferentes

La combustion de las especies organicas produce H,O como subproducto
mayoritario y NOx y SOy como subproductos minoritarios si el N y el S estan
presentes en los compuestos de la muestra. Los oxidos de nitrdgeno y de azufre
son corrosivos en el espectrometro de masas, pero de manera mas importante, el
NO," es una interferencia isobarica con el **C'*0*°0 a m/z 46. La eliminaci6n de
estas especies se lleva a cabo por reduccion sobre Cu elemental a 500-700°C a
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través de un segundo reactor de reduccion. Este paso no es necesario cuando los
analitos no contienen N y/o S en su estructura. El agua también se debe reducir a
una concentracion baja debido a que puede participar en reacciones de
transferencia de protones en la fuente de ionizacién del IRMS, produciendo la
formacion de 2C'®*0?H" que interfiere de manera potencial con **C**0," a m/z 45.
La eliminacion del agua de los gases de combustion se lleva a cabo a través de un
desecador a contracorriente basado en una membrana permeable selectiva del
fluoropolimero sulfonado Nafion. Aunque estos desecadores son mas efectivos a
temperaturas mas bajas, el empleo del Nafion a temperatura ambiente ha resultado
ser adecuado. También se suelen emplear ocasionalmente trampas de agua
criogénicas que aunque requieren ser descongeladas periédicamente también
eliminan otra fuente de ensanchamiento de los picos.

1VV.1.2.4.3Eliminacién del disolvente

Los reactores de combustién estan optimizados para recibir cantidades de analito
a nivel de nanogramos. Permitir la entrada del disolvente en estos reactores da
lugar al consumo del poder de oxidacion y a una fluctuacién en la presion que es a
menudo suficiente para desestabilizar el circuito de protecciéon en la fuente de
ionizacion del IRMS. Las interfases GC-IRMS emplean por tanto un sistema para
evitar la entrada del disolvente en la interfase. EI método més comdn esta basado
en el uso de dos valvulas posicionadas antes y después del reactor. La apertura
simultanea de ambas vélvulas permite afiadir un flujo de helio a través del reactor
en sentido opuesto al eluyente de la columna cromatografica y eliminarlo hacia el
exterior. Este sistema se denomina comdnmente como Backflush (BF) y opera de
manera automatizada. Este sistema también juega un papel importante en la
regeneracion del reactor de oxidacion por la introduccion de un flujo de oxigeno a
contracorriente que pasa a través del reactor y es expulsado hacia el exterior a
través de la valvula de BF posicionada antes del reactor de combustion.

Un segundo sistema desarrollado emplea una valvula que reemplaza el eluyente
de la columna GC por una corriente de He limpio. Sin embargo, este método no
ha sido ampliamente utilizado debido a problemas de mantenimiento de la valvula
causados por los frecuentes ciclos de temperatura en el horno cromatografico.
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1V.1.2.4.4 Amortiguador de presion

La combustion de moléculas organicas de gran tamafio en especies de bajo peso
molecular da lugar a un gran incremento en el volumen de gas. Si el pulso de
presion generado en esta combustion alcanza la fuente de ionizacion del IRMS, se
podria producir un cambio dindmico en el fraccionamiento isotopico que
acompafa al proceso de ionizacion. Una comparacién exacta entre la muestra y un
estandar afladido de manera independiente y directa a la fuente de ionizacién se
podria volver imposible. Para evitar esta situacion, las interfases GC-IRMS
incorporan un open split que proporciona un flujo constante al IRMS. En la
practica esto se traduce en la insercién de un pequefio capilar de 5 mm (0.11 mm
de diametro interno) a través de la linea de transferencia provocando una
restriccion del flujo. Esto provoca que el flujo que entra en el IRMS esté
gobernado por la baja presion a través del capilar y que ademas sea constante. La
introduccién alternativa del flujo de muestra y el gas de trabajo en condiciones de
presion practicamente iguales permite las medidas altamente precisas y exactas de
las relaciones isotdpicas.

IV.1.2.5 Espectrometro de Masas de Relaciones Isotopicas

Todos los IRMS emplean una fuente de ionizacién electronica, un analizador de
sector magnético y multiples detectores de Faraday para la deteccion simultanea
de las corrientes de iones. Este disefio permite maximizar la eficacia y transmisién
de la ionizacion, proporcionando grandes y estables corrientes de iones que
permiten una deteccion estable disminuyendo asi la incertidumbre de la corriente
medida.

Las fuentes de ionizacion elegidas en los instrumentos IRMS son tipicamente
“duras” con el fin de proporcionar una presion mas alta en el volumen de
ionizacion e incrementar asi la eficacia de la misma. La energia de ionizacion
para la medida de la relacion isotépica *C/*2C es tipicamente de 124 eV. Esta
energia permite maximizar tanto la produccién de iones moleculares como la
linealidad de la relacién isotopica medida. Los iones se extraen a través de
potenciales relativamente altos, necesarios para minimizar las reacciones ién-
molécula en la fuente de ionizacion y evitar asi la dispersion del haz de iones
generado. Todos los instrumentos modernos disefiados para GC-IRMS utilizan
electroimanes para proporcionar un rango de masas de 1-80 amu a un voltaje de
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aceleracion de 3kV, donde los iones se separan segun su relacion masa/carga en el
mismo plano focal. El disefio de estos instrumentos requiere un electroiman
relativamente grande que mantiene la sefial magnética tras retirar el campo que la
ha inducido. Aunqgue los instrumentos IRMS son capaces de escanear a través de
un rango de masas, el proceso es lento (<1 amu/s) y por ello siempre trabajan con
un campo magnético constante para monitorizar un solo grupo de masas. La
Optica ibnica se elige para maximizar la transmision de los iones y evitar
fluctuaciones en la intensidad del haz i6nico con pequefios cambios en el campo
magnético.

La estabilidad, més que la sensibilidad, es de primordial importancia para los
detectores. El uso de copas de Faraday conectadas a resistencias de alta ganancia
para las medidas anal6gicas y simultaneas de las corrientes de iones cancela
fluctuaciones en la intensidad del haz de iones y evita el salto entre las diferentes
masas. Cada copa de Faraday estd conectada a su propio amplificador con
ganancias diferentes para cada una de ellas. De esta manera, los iones, de
abundancia natural, medidos a las diferentes masas produciran sefiales similares.
Algunos instrumentos tienen la capacidad de cambiar la amplificacion de las
copas para facilitar la medida de muestras que hayan sido marcadas con is6topos
estables, proporcionando una gran flexibilidad en la deteccion y ampliando el
campo de aplicacién de la técnica.

Las sefiales de cada amplificador se graban simultaneamente, normalmente cada
décima de segundo, creando un cromatograma para los iones monitorizados donde
el area de pico es proporcional al nimero de iones detectados.

La precision de todas las medidas de relaciones isotdpicas esta gobernada por dos
factores: la limitacion préactica del ruido instrumental y la estadistica de conteo.
Mientras las dos son aplicables a todas las formas de espectrometria de masas,
esta Gltima es particularmente importante en IRMS. El haz de iones generado por
un MS tiene una distribucién finita pero aleatoria de iones individuales. Si
nosotros medimos un haz de iones que contiene una media de 10° iones/s en una
serie de intervalos de un segundo, podriamos medir 999500 iones en un segundo y
1000025 en otro. Debido a la naturaleza discreta y a la distribucion variable de los
iones, la precision con la que nosotros podriamos estimar la corriente de iones
media aumenta como la raiz cuadrada del niamero de iones contados (0.1%), una
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propiedad gobernada por la distribucion de Poisson. Por lo tanto, la precision de la
medida de relaciones isotopicas estad fundamentalmente limitada por el namero de
iones del isotopomero minoritario. Esta limitacion combina tanto la eficacia de
ionizacion del espectrometro de masas como la abundancia relativa de este
isotopémero.

La cantidad minima de carbono necesario para alcanzar precisiones del 0.1%o en
la relacion isotépica relativa *C/?C de un compuesto es de 1,2 — 60 ng C
inyectados en columna, por lo que es necesario una gran concentracion de
compuesto en la muestra, o el empleo de técnicas de preconcentracion para una
medida precisa de la relacion isotopica.

IV.1.2.6 Idoneidad de la instrumentacion GC-IRMS para la aplicacién de la
Dilucion Isotopica en linea de carbono

Una vez abordada la instrumentacion empleada para el andlisis isotopico de
carbono mediante GC-IRMS podemos concluir que esta técnica especializada
podria satisfacer la necesidad de una nueva instrumentacion que nos permita
ampliar las aplicaciones de la dilucion isotopica de carbono en linea. En primer
lugar, se trata de un proceso completamente automatizado. La inyeccién de la
muestra, la eliminacién del disolvente y las etapas de oxidacion y reoxidacion del
reactor de combustion estan incorporadas en el sistema, proporcionando un
sistema robusto e independiente. Por otro lado, la amplia gama de inyectores
disponibles, como resultado del fraccionamiento asociado a esta etapa,
proporciona a la técnica una gran flexibilidad para elegir el inyector o modo de
inyeccién mas adecuado dependiendo del tipo de muestra y de las propiedades
fisico quimicas de los analitos. En tercer lugar, la interfase de combustion se
encuentra en continuo desarrollo con el fin de proporcionar el menor
ensanchamiento de los picos cromatogréaficos, un proceso principalmente asociado
a la propia reaccion de combustion, a las dimensiones y conexiones del reactor y
al sistema de eliminacion del agua de los gases de combustion. Las mejoras en el
disefio del reactor estan enfocadas tanto a disminuir el ensanchamiento de los
picos como a proporcionar una mayor capacidad y eficacia de la oxidacion,
parametros que estan relacionados con el tipo y dimensiones de los oxidantes
elegidos asi como con la temperatura. Asimismo, la alta eficacia de la ionizacién
y transmisién iénica proporciona una mayor sefial analitica en comparacion con
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otras fuentes de ionizacion electronicas. Ademas, el empleo de un sector
magnético proporciona una alta estabilidad en la corriente de iones, lo que se
traduce en una mejor precision de la medida. Por ultimo, el empleo de copas de
Faraday para la deteccidn de los iones de interés de manera simultanea elimina la
mayor parte del ruido instrumental y evita los problemas relacionados con los
detectores de conteo de iones, como son la pérdida de linealidad a altas
velocidades de conteo, propiedad relacionada con el tiempo muerto del detector, y
el desfase espectral (“spectral skew”) debido al caracter secuencial de la medida.
Ademas, la posibilidad de modificar la amplificacion de cada una de las copas de
Faraday permite trabajar con diferentes configuraciones permitiendo la aplicacion
de procedimientos de Dilucion Isotopica.

Otra caracteristica importante de esta instrumentacion GC-IRMS que supone un
avance en la medida de la relacién isotopica de carbono, reside en su optimizacion
para evitar cualquier entrada de aire a través de las innumerables conexiones
existentes en la interfase de combustion. De esta manera, la sefial del fondo no se
vera apenas afectada por el CO, ambiental presente en el momento del analisis.
Por otro lado, la posibilidad de introducir un segundo detector permite mantener
la capacidad de elucidacion estructural de los MS convencionales y posibilitaria la
evaluacion de la pureza del pico cromatogréfico, evitando asi la necesidad de
realizarlo en un analisis anterior o posterior al isotopico, como se ha hecho hasta
ahora en la Dilucion Isotépica de carbono en linea con GC-Combustion-(Q)-MS.
De hecho, la implementacién de detectores adicionales, junto con la necesidad de
un sistema que evite el paso del disolvente al reactor de combustion, hizo
necesario la introduccion de un divisor de flujos en el interior del horno
cromatografico para poder dividir y dirigir el flujo de la columna hacia el detector
complementario o bien hacia el exterior. Este sistema de division de flujos podria
convertirse en la herramienta que nos permita la adicion del flujo de trazador
enriquecido (**CO,) imprescindible para procedimientos de Dilucién Isotdpica en
linea de carbono.

La posibilidad de disponer de un equipo comercial GC-IRMS nos permitiria
evaluar las caracteristicas analiticas de esta instrumentacion y su compatibilidad
para la aplicacion de la Dilucién Isotdpica en linea de carbono, ampliando asi el
namero de compuestos analizables mediante esta metodologia. En 2011 se instald
en los Servicios Cientifico Técnicos de la Universidad de Oviedo un equipo GC-
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IRMS configurado en fabrica para la medida de las relaciones isotopicas de
carbono, lo que posibilito la realizacidn de la presente Tesis Doctoral.

IV.1.3 CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE LA
INSTRUMENTACION GC-COMBUSTION-IRMS EMPLEADA

No todos los equipos GC-Combustion-IRMS disponen de todas las mejoras
comentadas anteriormente. Dependiendo de la aplicacion concreta, y en mayor
medida del coste de la mejora, se podra adquirir un equipo u otro dentro de un
amplio abanico de configuraciones disponibles. A continuacion se hard una
descripcion detallada del equipo GC-IRMS del que se dispuso para la realizacién
de este trabajo de investigacion.

1VV.1.3.1 Sistema de introduccion de muestra

El equipo posee dos inyectores para la introduccion de la muestra en el sistema
cromatogréfico: el inyector convencional split/splitless y el inyector de
temperatura programable PTV. La principal diferencia entre ambos reside en la
temperatura inicial del inyector. Mientras que el inyector split/splitless trabaja a
temperaturas elevadas de manera constante, la inyeccion de la muestra en el
inyector PTV se realiza a bajas temperaturas. Una rampa de temperatura
controlada permite la transferencia de los compuestos hasta la entrada de la
columna cromatogréafica. Esta propiedad del inyector PTV le convierte en el
inyector mas flexible disponible en el mercado para GC por el gran nimero de
modos de trabajo que permite. Dos propiedades que lo caracterizan son su baja
discriminacion de los compuestos de alto punto de ebullicion y la posibilidad de la
inyeccion de grandes volimenes de muestra. Esta ultima propiedad ha sido
ampliamente utilizada en GC como técnica de preconcentracion, permitiendo
ademas la inyeccion de disolventes polares en el inyector sin la distorsion de los
picos cromatogréaficos. Esto es posible seleccionando una temperatura inicial del
inyector que permita la evaporacion selectiva del disolvente que abandona el
inyector a través de la linea de split sin la pérdida de los analitos.

En todos los experimentos desarrollados a lo largo de la presente Tesis Doctoral
se seleccion6 el modo splitless para ambos tipos de inyeccion, debido
principalmente a las caracteristicas de las muestras y de los estandares analizados
y a la sensibilidad del equipo para alcanzar una buena precision. En este modo de
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inyeccion, practicamente la totalidad de la muestra se transfiere a la columna
cromatrografica y es especialmente utilizado para la determinacion de compuestos
a nivel de trazas.

A continuacién introduciremos las principales caracteristicas de ambos inyectores
en el modo de trabajo seleccionado. Es importante resaltar que el disefio del
inyector varia dependiendo del fabricante.

1V.1.3.1.1Inyector split/splitless en modo splitless

Durante la inyeccion splitless, la muestra, generalmente liquida, se introduce en el
liner calentado donde se produce la evaporacion de la muestra para su posterior
transporte hacia la entrada de la columna cromatogréfica. En la Figura 13a se
muestra un esquema del disefio del inyector split/splitless desarrollado por la
compafiia alemana Thermo Scientific. Durante la evaporacién y transporte de la
muestra hacia la columna, la linea de split se mantiene cerrada, y es lo que
generalmente se conoce como tiempo de splitless. La optimizacién del tiempo de
splitless es fundamental para que exista una buena transmision de los compuestos
durante la etapa de inyeccién. Después de que la mayor parte de la muestra ha
alcanzado la columna cromatogréfica, la linea de split se abre y el liner se vacia
rdpidamente. La muestra se reconcentra en cabeza de columna por la eleccion de
una temperatura inicial del horno adecuada.

Debido a la alta temperatura del inyector durante la inyeccion de la muestra, ésta
puede sufrir procesos de degradacion térmica. Por lo tanto, este tipo de inyector
no es aconsejable para compuestos termolabiles.

Efectos de discriminacion durante la etapa de inyeccion

Uno de los efectos relacionados con el inyector split/splitless es la pérdida
selectiva de algunos de los componentes de la muestra en el inyector. La
discriminacion en el interior del inyector es un proceso muy complejo que viene
determinado por multiples factores [84]. A continuacion abordaremos algunos de
los mas importantes.
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Figura 13. Disefio Thermo Scientific de los inyectores disponibles en el equipo GC-
Combustion-IRMS empleado: a) inyector split/splitless y b) inyector PTV.

La discriminacion de los compuestos menos volatiles comienza en la aguja de la
jeringa tras su entrada en el inyector. Mientras los compuestos mas volatiles de la
muestra se evaporan, los menos volatiles permanecen ain en el interior de la
aguja. Por lo tanto, la cantidad relativa de los compuestos mas volatiles aumenta
respecto a la de los menos volatiles. Este efecto es mas pronunciado cuanto mayor
sea la temperatura del inyector, el intervalo de volatilidades de los analitos y el
tiempo de residencia de la aguja en el inyector. Una fuente adicional de
discriminacion de los compuestos de alto punto de ebullicion es su posible
adsorcion en la superficie del interior del inyector cuando la temperatura es
demasiado baja para su evaporacion completa o su interaccion con superficies
activas.

Por otro lado, los tiempos altos de residencia del vapor en el interior del inyector,
las temperaturas altas, y la sobrecarga por exceso de muestra, siendo ésta ultima la
mas usual, pueden causar la discriminacién de los compuestos mas volatiles en el
inyector [84].

1V.1.3.1.2Inyector PTV en modo splitless

La introduccién de la muestra en el inyector a baja temperatura resuelve muchas
de las limitaciones de las técnicas de inyeccion en caliente y por ello, hoy en dia
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la inyeccion PTV se considera la mejor técnica de inyeccion en cromatografia de
gases.

La muestra se introduce en el inyector frio y las sustancias no volatiles se quedan
depositadas en el interior del inyector sin transferirse a la columna
cromatografica. La muestra se inyecta por debajo del punto de ebullicion del
disolvente y tras un tiempo determinado se aumenta la temperatura
progresivamente, evaporando el disolvente y los componentes de la muestra de
manera controlada. Dado que la inyeccién se realiza en frio, no existe apenas
discriminacion en la aguja y por lo tanto el inyector PTV es ideal para muestras
con amplios intervalos de puntos de ebullicion. La probabilidad de sobrecarga por
exceso de muestra es minima, y presenta una menor discriminacién respecto al
inyector split/splitless dado que no hay evaporacion brusca de la muestra.
Ademas, la degradacion térmica es menos probable ya que al tratarse de una
evaporacion controlada, el tiempo durante el cual los analitos se encuentran a
temperaturas elevadas se minimiza. Debido a esta evaporacion controlada, la
reproducibilidad y exactitud del proceso aumenta en comparacién con técnicas de
inyeccion en caliente.

Como se puede ver en la Figura 13, el disefio del inyector PTV tiene un gran
parecido al del inyector convencional split/splitless. Tan solo sufre una serie de
modificaciones que permiten el control de la temperatura y un enfriamiento y
calentamiento rapido de la cdmara de vaporizacion. Para facilitar estos procesos
de enfriamiento y calentamiento es necesario disminuir la masa térmica del liner.
Por esta razon, los liners para inyectores PTV son normalmente de menores
dimensiones que los utilizados en inyectores convencionales.

Como se puede observar en la Figura 13b, el calentamiento de la camara de
vaporizacion se realiza eléctricamente mientras que el enfriamiento se lleva a cabo
a través de un sistema de aire comprimido. Este inyector puede alcanzar una
temperatura maxima de 400°C y una velocidad maxima de calentamiento de
14°C/s. En la Figura 14 se muestra el funcionamiento del inyector PTV cuando el
modo splitless es seleccionado. La valvula de split se encuentra inicialmente
abierta hasta unos segundos antes de la inyeccion. Durante la etapa de inyeccion y
transferencia, la valvula de split se mantiene cerrada hasta alcanzar la temperatura
final deseada. La etapa de inyeccion se realiza a una temperatura baja y constante
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mientras que la transferencia se produce de una manera controlada a través de una
rampa de temperatura. El tiempo de splitless comienza una vez que se ha
alcanzado la temperatura final del inyector. Una vez finalizado este tiempo de
splitless, la valvula de split se abre para la limpieza del inyector.

transferencia limpieza

T “ o >
f‘ ]
&) |
= i
: s
E :
= |
E i
g :
T :
E= :
T, - t splitless |
split S —
splitl ess : .

INYECCLon tiempo (s)

Figura 14. Procedimiento general del inyector PTV en modo splitless.

1VV.1.3.2 Interfase de combustion

Al igual que cualquier interfase de combustion, la interfase empleada cumple con
los criterios establecidos para la medida precisa de las relaciones isotdpicas de
carbono.

1VV.1.3.2.1 Reactor de combustion

No ha sido posible obtener una informacidon precisa sobre las dimensiones, relleno
y disefio del reactor de combustion por cuestiones de confidencialidad del
fabricante. Sin embargo, para poder realizar una comparacion critica con el
reactor empleado en el desarrollo instrumental del prototipo inicial es necesario el
conocimiento aproximado de ciertos pardmetros. Para ello, tras la obturacion de
uno de los reactores empleados a lo largo del desarrollo experimental, se opt6 por
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la rotura secuencial del tubo ceramico en pequefios trozos con el fin de obtener
una informacién aproximada.

El reactor consta de un tubo cerdmico de 32 cm de longitud, 2 mm de diametro
externo y 1 mm de didmetro interno, relleno en su parte central con hilos de cobre,
niquel y platino de 0,1 mm de diametro, introducidos a su vez en un segundo tubo
de niquel que se encuentra en el interior del tubo ceramico. Este segundo tubo de
niquel cumple dos funciones principales. Por una parte, proporciona al reactor una
mayor capacidad de oxidacion alcanzando una capacidad méxima de 120 pg de
carbono a lo largo de la vida atil del reactor sin la necesidad de ampliar la
longitud del mismo. Por otra parte, la disminucién del diametro interno respecto al
del capilar de transferencia da lugar a un menor ensanchamiento de los picos
cromatograficos, caracteristico de esta etapa debido al cambio de dimensiones. En
la Figura 15 se muestra el reactor disefiado por Thermo Scientific para el analisis
isotopico de carbono. Como se puede observar, el capilar de transferencia del
eluyente de la columna cromatogréfica hacia el reactor aparece soldado al tubo
cerdmico. Este disefio evita cualquier aparicién de puntos frios durante la
transferencia donde se podria producir la condensacion de los analitos. Para poder
realizar el sellado del capilar al tubo cerdmico se empled un capilar de acero
ofreciendo una mayor resistencia y durabilidad. Este capilar entra directamente en
el interior del tubo de niquel durante los primeros 2,5 cm del tubo evitando asi un
ensanchamiento pronunciado de los picos y cualquier aparicion de puntos frios.
Con el objetivo de conectar dicho capilar de acero al capilar cromatogréafico se
emplea un soporte para la division de flujos situado en el interior del horno
cromatografico. Este divisor de flujos juega también un papel importante en el
proceso de la eliminacion del disolvente y posibilita el acoplamiento de detectores
adicionales.

El tubo ceramico esta introducido en el interior de un horno que permite alcanzar
altas temperaturas para garantizar la conversion cuantitativa de las diferentes
especies. La temperatura de trabajo recomendada por el fabricante para la medida
de las relaciones isotopicas de carbono es de 1000°C. Para que tenga lugar la
reaccion de oxidacién, los hilos de cobre y niquel asi como el tubo de niquel que
se encuentran en el interior del tubo ceramico, deben ser oxidados previamente
haciendo pasar un flujo de oxigeno de 0.5 mL/min y empleando un programa de
temperaturas optimizado por el fabricante (600°C, 6 horas; 900°C, 4 horas;
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1000°C, 2 horas; eliminacién del exceso de O2 con un flujo de He, 2 horas). El
cobre y el niquel se transforman en CuO y NiO respectivamente, aumentando el
volumen ocupado por los hilos metalicos en el interior del reactor pero sin llegar a
obstruir el paso del eluyente cromatografico. EI aumento en el volumen de los
hilos metalicos del reactor de 0,1 mm de diametro junto con las dimensiones del
capilar metalico empleado en la transferencia, nos lleva a pensar que el diametro
interno del tubo de niquel deberia ser al menos de 0,5 mm.

zona a elevada

. temperatura
capilarde —— o
transferencia GC ! tubo ceramico
I yoo!
1
1 \ 1
e e == e e e e e - = P ——— 1
Soldadura del S . .
tubo ceramico tubo de niquel hilos de Cu, Niy Pt

Figura 15. Reactor de combustion disefiado por Thermo Scientific para el analisis
isotépico de carbono.

El empleo de cobre y niquel como oxidantes en la reaccién de combustiéon a
1000°C desempefia una triple funcion. Por un lado, el NiO actia como donor de
oxigeno tras el paso del eluyente cromatografico transformando la materia
organica en CO,. Como consecuencia de esta reaccion de oxidacion el NiO se
transforma de nuevo en Ni elemental, teniendo que reoxidar el reactor de manera
periddica para su transformacion en el agente oxidante. Por otro lado, el CuO a la
temperatura de trabajo empleada produce un sangrado continuo de oxigeno lo cual
permite aumentar el tiempo entre las reoxidaciones del reactor. Por Gltimo, el NiO
comienza a comportarse como donor de oxigeno a temperaturas mas altas que el
CuO. Este aumento en la temperatura da lugar a una combustion més rapida y
cuantitativa alcanzando un mayor poder de oxidacion.

1V.1.3.2.2Eliminacion del agua de los productos de combustion

El agua es un subproducto mayoritario de la reaccion de combustion de los
compuestos organicos. Como ya se ha mencionado, ésta puede dar lugar a
reacciones de protonacion en la fuente de ionizacion electrénica produciendo
interferencias isobaricas a m/z 45, siendo una fuente de error en la medida de la
relacién isotépica **C/**C en niveles de abundancia natural. El equipo dispone de
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una membrana de Nafion semipermeable situada tras la reaccion de combustion
que permite la eliminacion del agua a temperatura ambiente. EI mayor
inconveniente que presenta este sistema es el ensanchamiento de los picos
cromatograficos en comparacién con otros sistemas disponibles. Sin embargo,
este sistema es méas ergondmico y por ello es el mas ampliamente utilizado.

1VV.1.3.2.3Eliminacién del disolvente

El equipo emplea el sistema backflush para la eliminacion del disolvente antes de
su paso a la interfase de combustidn. Este sistema permite trabajar en dos modos
de operacion alternativos dependiendo de la direccion del flujo que eluye de la
columna cromatografica. En la Figura 16 se encuentran representados ambos
modos de trabajo, cominmente denominados modo directo y modo backflush.

Durante la aplicacion del modo de operacion backflush (Figura 16a), un flujo de
helio a contracorriente pasa a traves del reactor de combustion redirigiendo los
compuestos gue eluyen de la columna cromatogréafica hacia el exterior del sistema
a través de una valvula de venteo. La entrada de este flujo de helio en sentido
contrario se realiza a través de un soporte para la divisién de flujos localizado en
el interior del horno cromatogréfico. Por otro lado, durante el modo de operacion
directo (Figura 16b), la valvula de entrada del flujo de helio a contracorriente
permanece cerrada y el eluyente cromatogréafico sigue su camino hacia el reactor
de combustion.

Es aconsejable mantener el equipo en modo backflush cuando no se esta
utilizando para evitar asi cualquier entrada de aire al espectrometro de masas. A lo
largo del analisis isotdpico es habitual trabajar en modo backflush durante los
primeros y Gltimos minutos del analisis, evitando asi la entrada del disolvente al
comienzo del cromatograma, y de los compuestos indeseados de alto peso
molecular y sangrado de la columna al final del mismo.

1V.1.3.2.4 Amortiguador de presion

El equipo dispone de una interfase universal que permite la restriccion del flujo
procedente de la interfase de combustion, dando lugar a la introduccion de un
flujo constante a baja presion en el IRMS que evita la desestabilizacion en la
fuente de ionizacion. Ademas, permite la introduccién alternativa de un gas de
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trabajo estandar en condiciones muy similares de presion facilitando las medidas
altamente precisas y exactas de las relaciones isotopicas de carbono.

Cromatdgrafo de gases a)
\ — He+H,0
membrana
horno de nafion
flujo GC |
= - | <«—— He
\
reactor de combustion
IRMS
—>
H T T open split
A o, gas de
He (oxidacion del He referencia
(salida de reactor) (backflush)
backflush)
Cromatdgrafo de gases b)
\ — He+H,0
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de nafion
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— = <«—— He
reactor de combustién
IRMS
—
H T T open split
| o, gas de
He (oxidacion del He referencia
(salida de reactor) (backflush)
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Figura 16. Modos de trabajo empleados en la instrumentacién GC-IRMS: a) Modo
Backflusf y b) Modo Directo.
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1V.1.3.3 Espectrometro de masas

Los componentes basicos del espectrometro de masas no se diferencian de
cualquier otro IRMS empleado en el analisis de is6topos estables ligeros. La Unica
mejora integrada de fabrica radica en las diferentes configuraciones disponibles
que dependen de la amplificacion de las copas de Faraday para cada una de las
masas medidas. En la Tabla 7 se muestra la amplificacion para cada una de las
copas en las dos configuraciones disponibles para el CO,. La configuracién *2CO,
permite el andlisis isotopico en niveles de abundancia natural con una
amplificacion de la sefial para m/z 45 100 veces mayor que para m/z 44. De esta
manera, los iones de abundancia natural medidos a las diferentes masas
produciran sefiales similares. Por otro lado, la configuracién *CO, se emplea
para la medida de la relacion isotopica de carbono en compuestos marcados
isotopicamente o, en este caso particular, para permitir la medida de la relacién
isotépica ?C/*C tras la introduccién de un flujo de trazador de manera continua
para la aplicacion de la Dilucion Isotopica en linea de carbono. En este caso la
amplificacion para ambas relaciones m/z fue exactamente la misma.

Tabla 7. Amplificacion de las copas de Faraday para m/z 44, 45y 46 en las dos
configuraciones de trabajo disponibles.

Resistencia (Q)
Configuracion m/z 44 m/z 45 m/z 46
2co2 3x10° 3x 10" 1 x10™
Bco2 3x10® 3x10® 1 x10"

IV.1.4 COMPARACION INSTRUMENTAL

Tanto el prototipo instrumental desarrollado como el equipo comercial GC-IRMS
precisan de una transformacion de los analitos a CO,. Aunque la principal razén
de dicha transformacion no es la misma, la interfase de combustion de ambos
equipos debe satisfacer una serie de requisitos comunes. El primero de ellos y mas
importante es la conversion rapida y cuantitativa de los analitos. Para ello, es
necesario contar con un reactor de los materiales adecuados que permita la
combustion cuantitativa de cualquier compuesto organico que pase a su través. El
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reactor disefiado por Thermo Scientific posee una mayor capacidad de oxidacion
por la introduccion de un segundo tubo de niquel en el interior del tubo ceramico,
y ademas permite trabajar a temperaturas mas elevadas aumentando asi el poder
de oxidacion del reactor.

Otro de los objetivos principales de la interfase de combustion es proporcionar el
menor ensanchamiento de los picos cromatograficos. En ambos reactores, el
capilar de transferencia, que permite el paso del eluyente cromatogréafico hacia el
reactor de combustion, se inserta directamente en el interior del reactor hasta la
zona del reactor que permanece a alta temperatura, evitando la aparicién de
puntos frios. La Unica diferencia entre ambos reactores reside en la complejidad
del proceso de insercion. Mientras que en el prototipo instrumental la insercion
del capilar se realiza manualmente, en el equipo comercial el capilar se encuentra
soldado sobre el reactor. Ambos sistemas evitan la condensacion de los
compuestos durante su transferencia hacia el reactor. Por otro lado, las
dimensiones del reactor son criticas respecto al ensanchamiento de los picos
cromatograficos. La principal diferencia entre ambos reactores radica en el
material del tubo. En el reactor del equipo comercial el capilar de transferencia se
introduce directamente en el tubo de niquel, que tras su oxidacion habra
aumentado ligeramente su volumen disminuyendo a su vez el diametro interno del
mismo. Esto puede disminuir el ensanchamiento producido por la diferencia de
diametros internos entre el capilar de transferencia (0,32 mm de diametro interno)
y el reactor de combustion respecto a la insercion directa en el tubo ceramico.

Un requisito adicional de la interfase de combustion es evitar el paso del
disolvente hacia el reactor. Por tratarse de un equipo comercial, el equipo GC-
IRMS posee un sistema mas elegante para la eliminacion del disolvente. Se
realiza de manera automatizada a través del software y el disolvente se elimina
hacia el exterior sin alcanzar la fuente de ionizacion del espectrémetro de masas.
Ademas, a traves de este sistema también es posible la preoxidacion y posteriores
reoxidaciones del reactor sin intervencion del analista. Cabe destacar que el
disefio del prototipo instrumental que utiliza una valvula de 6 vias y 2 posiciones
se podria mejorar con el empleo de una valvula neumaética controlada por el
software dandole una mayor independencia al sistema desarrollado.
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La amortiguacion de la presion y la eliminacién del agua no se consideran
requisitos comunes de ambas metodologias. Sin embargo, el estudio de las
caracteristicas analiticas de la nueva instrumentacion disponible nos permitird
evaluar como afectan estos parametros a los resultados obtenidos tras la
aplicacion de la Dilucion Isotdpica en linea de carbono.

El sistema de introduccion de muestra para ambas metodologias debe mostrar una
transferencia cuantitativa de los analitos que no dé lugar a procesos de
fraccionamiento. Para la aplicacion de la Dilucién Isotdpica en linea es
imprescindible que no exista una pérdida de los compuestos antes del equilibrio
isotopico con el trazador, mientras que para el andlisis isotdpico, el
fraccionamiento generado por una transmision no cuantitativa puede ser critica
para la obtencion de una relacion isotopica correcta. Sin embargo, puede existir
pérdida de muestra durante la etapa de inyeccion sin existir fraccionamiento
isotopico, y es en este punto donde se encuentra la principal diferencia entre
ambas metodologias. Asi, un proceso de microextraccion en fase sélida seria una
técnica adecuada de preconcetracion para un analisis isotopico especifico del
compuesto (CSIA), mientras que para metodologias de dilucién isotdpica en linea
la adsorcion selectiva de la fibra por los analitos no permitiria una cuantificacion
directa de los mismos. De la misma forma, a pesar de que no se hayan observado
procesos de fraccionamiento isotopico en sistemas de introduccién de muestra
basados en la inyeccién splitless, este inyector proporciona la mayor
discriminacion de los compuestos durante la etapa de inyeccién. El prototipo
desarrollado tan solo dispone de un inyector convencional split/splitless. Una
mezcla de compuestos con un amplio rango de puntos de ebullicion no podria ser
cuantificada mediante Dilucion Isotopica en linea. Sin embargo, el inyector PTV,
disponible en la nueva instrumentacion, permitiria una inyeccion cuantitativa de la
mezcla sin dar lugar a la pérdida selectiva de los compuestos, tras su
optimizacion. Ademas, la aplicacion de la Dilucion Isotdpica en linea seria una
extraordinaria herramienta para el estudio de etapas no cuantitativas como lo
puede ser la inyeccion.

Por ultimo, el espectrometro de masas seleccionado para la deteccion juega un
papel fundamental en la calidad de los resultados analiticos. EI IRMS esta
especialmente disefiado y optimizado para proporcionar grandes y estables
corrientes de iones por lo que cabe esperar una mejora en la sensibilidad,
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precision, rango lineal, relacién sefial/ruido y fondo instrumental que el
proporcionado por un MS convencional tipo cuadrupolo para la sefial de CO,.

En esta ocasion, la mejora de un segundo detector en la instrumentacién GC-
combustion-IRMS que permitiria el analisis cualitativo e isotopico en una sola
inyeccién no fue introducida. A diferencia del prototipo desarrollado se pierde la
capacidad de elucidacion estructural por lo que sera necesario la inyeccion de la
muestra en un segundo equipo GC-MS que permita comprobar la pureza del pico
cromatogréafico antes de su analisis isotopico.

Dadas las magnificas caracteristicas que proporciona la instrumentacion GC-
IRMS para la aplicacion con éxito de la Dilucion Isotopica en linea de carbono, es
necesario tan solo una pequefia modificacién para la aplicacion de la metodologia:
la introduccion del flujo de trazador en el sistema.

IV.1.5 MODIFICACION INSTRUMENTAL PARA LA APLICACION DE
LA DILUCION ISOTOPICA DE CARBONO EN LINEA

IV.1.5.1 Introduccion del flujo del trazador isotépico

El trazador isotdpico de carbono se encuentra almacenado en un depoésito de 5 L
de acero inoxidable presurizado a 5 bares. El depoésito cuenta con un controlador
de flujo maésico para suministrar de manera precisa el flujo de trazador. Tras este
controlador de flujo, un capilar de silice fundida de 0.32 mm de diametro interno
debe ser conectado al sistema para la introduccién del **CO,.

En el prototipo instrumental desarrollado para la aplicacion de IDMS en linea, el
flujo de trazador se adiciond a través de un conector en Y de acero inoxidable tras
la conversion del eluyente cromatografico a CO, y justo antes de la entrada al
espectrometro de masas. Sin embargo, el disefio instrumental GC-IRMS no
permite la aplicacion de esta configuracion debido a la presencia de una
membrana de Nafion entre el reactor de combustion y el IRMS. Pequefias
pérdidas de CO, durante la eliminacion del agua no podrian ser compensadas por
lo que se optd por afiadir un pequefio flujo de **CO, diluido en He (0.5 mL/min)
después de la separacidon cromatogréafica y antes del horno de combustion. Como
ya se ha comentado, este equipo dispone de una plataforma para la division de
flujos localizada en el interior del horno cromatografico empleada para
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suministrar el flujo de backflush al sistema asi como para la incorporaciéon de
detectores adicionales. Esta plataforma dispone de un gran nimero de conexiones
disponibles aptas para la introduccion del flujo de trazador. La Figura 17 muestra
un esquema de las conexiones utilizadas en el interior del horno cromatografico
tras la modificacién instrumental que permite la adicion en continuo del flujo del
trazador sin sacrificar los dos modos de trabajo permitidos por el equipo (modo
backflush y modo directo).

a) b)

columna GC columna GC

valvula BF valvula BF
abierta cerrada

Reactor Reactor

13C02 13CO2

Figura 17. Modificacion instrumental detallada para la introduccion del flujo en linea
del trazador a través del divisor de flujos localizado en el interior del horno
cromatografico en a) modo backflush y b) modo directo.

IV.1.5.2 Configuracion *CO,

El equipo GC-IRMS se configur6 en fabrica para poder disponer de dos posibles
amplificaciones para m/z 45. De esta manera, y en contraste con el modo de
trabajo convencional de los equipos GC-IRMS donde la sefial a m/z 45 esta
amplificada 100 veces respecto a m/z 44 (configuracién *2C0O,), se pudo utilizar la
misma amplificacién en ambas copas de Faraday (configuracién *CO,). En la
Figura 18 se muestran los cromatogramas modelo obtenidos para las dos
configuraciones disponibles. La eleccién de la configuracién **CO, (Figura 18a)
se emplea para el andlisis isotopico de carbono de compuestos de abundancia
isotOpica natural, observando sefiales practicamente idénticas a m/z 44 y m/z 45.
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Por el contrario, la introduccion del trazador isotopico de carbono en el sistema
hace necesario el cambio de configuracion de tal manera de que se disponga de
una misma amplificacion de la sefial para m/z 44 y m/z 45 (Figura 18b). Se puede
observar una sefial practicamente constante a m/z 45 debido a la introduccién
continua del flujo de trazador que solo varia débilmente durante la elucién del
compuesto debido a la contribucién natural del *3C (en torno al 1,1%). En este
caso, la sefial a m/z 44 es la que da lugar al perfil cromatografico mientras que la
sefial a m/z 45 se mantiene casi constante a lo largo del cromatograma.

Intensidad (mV)

Intensidad (mV)

m/z 45

a)

tiempo (min)

b)
contribucion
natural de 13C
trazador m/z 45
muestra

tiempo (min)

Figura 18. Cromatogramas tipo para a) el analisis isotdpico especifico del compuesto
(configuracion *CO,) y b) aplicaciones de dilucion isotépica de carbono en linea

(configuracion *CO,).
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La pequefia diferencia en los tiempos de retencién del *C y '*C debido al
fraccionamiento isotopico que tiene lugar durante la separacion cromatografica es
practicamente inapreciable en la Figura 18a. Sin embargo, el enfrentamiento
gréfico entre ambas sefiales puede demostrar la existencia de una desviacién
temporal para las masas de interés de una manera mas visual (Figura 19). Si
ambos isotopdmeros eluyeran al mismo tiempo de la columna cromatografica, al
enfrentar ambas sefiales deberiamos observar un comportamiento lineal como el
observado para los primeros puntos correspondientes a la sefial del fondo antes y
después de la elucion del compuesto. La dispersion de los puntos respecto a ese
comportamiento ideal durante la elucion del pico cromatografico confirma que se
produce fraccionamiento isotopico durante la separacion.

Elucidn del compuesto .

Sefial del fondo .

Intensidad m/z 45 (mV)

Intensidad m/z 44 (mV)

Figura 19. Representacion gréfica de la desviacion temporal de los isotopémeros
estables del carbono debido al fraccionamiento isotdpico durante la separacion
cromatograéfica.

Cabe destacar que este débil fraccionamiento isotdpico es de vital importancia
cuando se quieren alcanzar resultados de alta precision como los necesarios en el
analisis isotopico (Compound Specific Isotopic Analysis, CSIA). Sin embargo,
para la cuantificacion mediante dilucion isotdpica de carbono en linea, donde se
calcula la relacion isotépica *2C/C punto a punto a lo largo de todo el
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cromatograma, esta diferencia en los tiempos de retencion no varia la calidad de
los resultados debido a la baja contribucion de *3C sobre la sefial del trazador en
muestras de abundancia natural.

IV.1.6 CARACTERISTICAS ANALITICAS

Con el objetivo de evaluar las caracteristicas analiticas de la nueva
instrumentacion para la aplicacion de la dilucion isotdpica de carbono en linea se
inyectd 1 pL de una disolucién de 10 pg C/g del alcano n-tetradecano empleando
el inyector split/spliltess y un flujo de trazador de 0,5 mL/min. Estas fueron las
mismas condiciones que las empleadas para el estudio de las caracteristicas
analiticas del prototipo instrumental desarrollado GC-Combustion-(Q)-MS. La
Unica diferencia reside en la concentracion del estandar analitico que en aquella
ocasion fue de 5 pg Cl/g. La eleccion de condiciones de trabajo similares
proporcionard una comparacion real entre ambos equipos.

IV.1.6.1 Ensanchamiento de los picos cromatograficos

Debido al ensanchamiento de los picos cromatograficos por la introduccion de
una interfase de combustion entre el cromatdgrafo de gases y el espectrometro de
masas, es necesario conocer el grado de ensanchamiento existente en cada caso
particular. Este ensanchamiento se considera un parametro limitante para
metodologias de Dilucion Isotopica en linea de carbono por la necesidad de una
resolucion en linea de base de los analitos, ya mencionada.

Desafortunadamente, se observd un ensanchamiento notable en el pico
cromatografico obtenido para el n-tetradecano con un ancho de pico a media
altura de 0.038 min (Figura 20a). Este valor fue mayor que el obtenido con el
prototipo previo donde se obtuvo un ancho de pico a media altura de 0.022 min
(Figura 20b), siendo este el ensanchamiento habitual cuando se trabaja de manera
convencional con otros detectores para cromatografia de gases como GC-MS o
GC-FID. Al producirse dicho ensanchamiento no sélo en la linea de base sino
también a media altura, se puede descartar que su origen sea el pequefio
incremento de concentracion entre los dos experimentos.

Ya que tanto el disefio como las caracteristicas del reactor de combustion del GC-
combustion-IRMS son mas apropiados para la obtencion de un menor
ensanchamiento que las del prototipo desarrollado (reduccion en el nidmero de
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conexiones y disminucion del didametro interno del reactor respecto al del capilar
de transferencia), todo parece indicar que el ensanchamiento producido se debe a
la introduccion de la membrana de Nafion para la eliminacion del agua de los
gases producidos durante la combustion, y al largo recorrido del eluyente
cromatografico hasta la entrada al espectrometro de masas por su paso a través del
sistema amortiguador de presion. Ambos sistemas son requisitos fundamentales
que debe cumplir cualquier interfase de combustion para el anélisis isotopico de
carbono de alta precisién. Sin embargo, ambos son prescindibles para aplicaciones
de dilucion isotdpica de carbono en linea y por tanto su eliminacion disminuiria el
ensanchamiento producido.

0.038 min 0.022 min
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Figura 20. Cromatogramas de intensidad (a y b) y de relacidn isotopica 44/45 (cy d)
obtenidos para el n-tetradecano (8 pg C/g) mediante GC-IRMS (ay c¢) y GC-
Combustion-(Q)-MS empleando un flujo de trazador 13CO2 de 0,5 mL/min.
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1V.1.6.2 Precision de la relacidn isotopica

La precision es uno de los parametros que define a los espectrometros de masas de
relaciones isotdpicas. Para confirmar este hecho, se calculé la desviacion estandar
relativa de la relacion 44/45 antes de la elucion del pico cromatografico. El valor
obtenido fue de 0.05% RSD (n=50), siendo un orden de magnitud menor que el
obtenido con el prototipo instrumental GC-combustion-MS tipo cuadrupolo. Esta
mejora en la precision de la relacion isotopica se observa claramente en la
estabilidad del cromatograma de relaciones isotopicas que se muestra en el fondo
de la Figura 20c. Con el fin de ofrecer una comparacion visual, la Figura 20d
muestra los mismos resultados obtenidos para el prototipo instrumental,
observando un fondo mucho mas ruidoso. Por lo tanto y como era de esperar, la
nueva instrumentacion GC-IRMS ofrece una mejor precision de la relacion
isotdpica.

1V.1.6.3 Sensibilidad y limites de deteccion

El limite de deteccidn para el n-tetradecano, basado en tres veces la desviacion
estandar de la sefial obtenida para el fondo a m/z 44, fue de 15 ppb (ng C/g).
Teniendo en cuenta el volumen de inyeccién y el ancho de pico en linea de base,
(6,6s en este caso particular) es posible el célculo del limite de deteccion
independientemente de la columna empleada y del flujo del gas portador. El valor
encontrado fue de 1,6 pg C/s, siendo un poco mas alto que el proporcionado por
un GC-MS en modo full scan (1 pg C/s) y claramente mejor que el obtenido por
un detector de ionizacion en llama (10 pg C/s). Sorprendentemente, este limite de
deteccion fue débilmente peor que el obtenido con el prototipo desarrollado que
emplea un espectrémetro de masas tipo cuadrupolo como detector (0,8 pg C/s).

A pesar de obtener sefiales altamente estables que dan lugar a una disminucion del
ruido instrumental y a una precision en la relacion isotopica inmejorable, los
limites de deteccion encontrados fueron superiores que los obtenidos con el
prototipo previo. Pueden existir dos razones basicas que expliquen este aumento
en el limite de deteccién. Por un lado, esta claro que tener en cuenta el ancho de
pico en linea de base para el calculo del limite de deteccion va a producir un
aumento directamente proporcional al tiempo de elucién del pico. Sin embargo, el
limite de deteccién encontrado con el prototipo previo (3,1 pg C) sigue siendo
menor que el calculado con la nueva instrumentacion (10,6 pg C) cuando el
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tiempo de elucién no se tiene en cuenta. Como se puede observar en los
cromatogramas de intensidades obtenidos para ambas configuraciones (Figura 20?
y Figura 20b), la relacion sefial ruido del n-tetradecano para m/z 44 es
practicamente la misma en ambos casos a pesar de que ahora la concentracion se
duplica respecto a las condiciones anteriormente empleadas. El ensanchamiento
del pico provoca una disminucion en la intensidad del mismo y por tanto es
posible explicar la misma relacion de intensidades obtenida en ambos casos con el
consecuente aumento en el limite de deteccion. La integracion del &rea bajo el
pico demostraria la mayor concentracién empleada en esta ocasion.

Por otro lado, los instrumentos IRMS aplican una mayor energia de ionizacion
(124 eV) en la fuente electronica con el fin de obtener corrientes de iones mas
grandes y estables que las obtenidas habitualmente. Sin embargo, los datos
obtenidos no demuestran una mayor sefial para la molécula de CO, a pesar de la
mayor energia aplicada. Este posible efecto positivo puede verse contrarrestado
por los detectores empleados en cada caso. Mientras que el MS de tipo cuadrupolo
utiliza un detector de conteo de iones, el IRMS hace uso de copas de Faraday para
la deteccion simultanea a las masas de interés. Estos detectores que ofrecen una
mayor precision en la medida también se caracterizan por su menor sensibilidad
respecto a los detectores secuenciales. Por lo tanto, una alta energia de ionizacion
en la fuente junto con un detector de masas tipo cuadrupolo seria la
instrumentacién que ofreceria los mejores resultados en cuanto a sensibilidad y
limites de deteccion, a pesar de sacrificar la alta precision de los instrumentos
IRMS, no necesaria para procedimientos de Dilucidn Isotopica en linea de
carbono.

1VV.1.6.4 Conclusiones

El sacrificio de la sensibilidad para la medida altamente precisa de la
instrumentacion IRMS ha quedado constatado tras el estudio de sus caracteristicas
analiticas para la aplicacion de la Dilucion Isotépica en linea de carbono. Asi
como se ha encontrado una precision en la medida de la relaciéon 44/45 un orden
de magnitud mejor que para MS de tipo cuadrupolo, los limites de deteccién
empeoran ligeramente. El ensanchamiento de los picos cromatograficos y la
sensibilidad del detector utilizado han sido los principales motivos encontrados.
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Una vez estudiadas las caracteristicas analiticas de la nueva instrumentacion
proponemos posibles mejoras sobre el prototipo original que mejorarian sus
caracteristicas analiticas para procedimientos de dilucion isotopica de carbono en
linea. Tal y como se muestra en la Figura 21, las mejoras propuestas respecto al
prototipo inicialmente desarrollado son: i) el empleo del sistema backflush para la
eliminacion del disolvente y la oxidacion del reactor de combustion; ii) la
introduccién del flujo de trazador entre la columna cromatogréfica y el reactor de
combustion para permitir el funcionamiento del sistema backflush; iii) el empleo
de una valvula de 4 vias para el cambio de configuracion; iv) un reactor de
combustion capaz de minimizar el ensanchamiento de los picos cromatograficos
como puede ser el disefiado por Thermo Scientific; y, v) la aplicacion de un
potencial de ionizacion alternativo en la fuente que permita trabajar en las dos
configuraciones disponibles, GC-MS (Figura 21a) y GC-Combustién-MS (Figura
21b).

Este disefio daria lugar a un menor ensanchamiento de los picos cromatograficos
con la consecuente mejora en los limites de deteccion y, en la resolucion
requerida para procedimientos de Dilucion Isotépica en linea de carbono.
Ademas, la introduccion del sistema backflush facilitaria la eliminacion del
disolvente, la oxidacion del reactor, y la minimizacion de fugas o entradas de aire,
permitiendo ademas el empleo de una valvula de 4 vias en lugar de 6 para el
cambio de configuracion. En el prototipo inicialmente desarrollado, se requiere
una valvula de 6 vias para evitar la sobrepresion producida por la introduccion del
trazador isotdpico en el sistema cuando se trabaja en el modo convencional GC-
MS. Sin embargo, en esta propuesta el empleo del sistema BF en dicha
configuracion permite la salida del flujo del trazador hacia el exterior, sin la
necesidad de una salida adicional en la valvula. La automatizacion del sistema
también supondria un gran avance ofreciendo una mayor autonomia y robustez
instrumental. Ademas, la introduccion de estas mejoras no impediria trabajar en
las dos configuraciones disponibles en el prototipo inicialmente desarrollado.

El desarrollo de nuevas aplicaciones de Dilucion Isotopica en linea de carbono
necesita de una instrumentacion adecuada que no restrinja el alcance y
capacidades de la metodologia. El equipo comercial GC-IRMS nos va a permitir
la evaluacién de nuevos compuestos organicos con el fin de ampliar las
aplicaciones del nuevo modo de Dilucion Isotépica. Sin embargo, no hay que
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olvidar que los avances instrumentales (GC, interfases de combustion y MS) son

imprescindibles para ofrecer los mejores resultados.

Valvula de a)
4 vias
Inyector
] ElI 70 eV
reactor de :I
combustién
]
- -
OZ
L He
(oxidacion del
Columna GC reactor) (backflush
Deposito de trazador (13CO,) Espectrometro
de Masas
He
(salidade Controlador de
backflush)  flujo masico
Viélvula de b)
4 vias
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: < ;) __________________ El 124 eV
|
reactor de O :I
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E—l — '
\mm (oxid o del He
oxidacién de
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'l Deposito de trazador (13CO,) Espectrometro
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He
(salidade Controlador de
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Figura 21. Esquema de las mejoras instrumentales propuestas sobre el prototipo original
desarrollado para la Dilucion Isotdpica en linea de carbono en ambas configuraciones
disponibles: a) GC-MS y b) GC-Combustién-MS.
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IV.1.7 ANALITOS DE INTERES

Uno de los pocos requisitos necesarios para la aplicacion del procedimiento de
Dilucién Isotopica en linea carbono es la transmision cuantitativa de todos los
analitos desde la aguja de la jeringa hasta la conversion de los compuestos en
CO,. Una vez adicionado el flujo del trazador isotépico de carbono (**CO,) al
flujo de '?CO, natural procedente de la muestra, las pérdidas o efectos de
supresion de la ionizacion no deberian afectar a los resultados cuantitativos.
Existen, por tanto, dos etapas instrumentales criticas donde puede tener lugar la
pérdida selectiva de los compuestos inyectados que no podra ser corregida con el
procedimiento de dilucion isotdpica: la inyeccion y la combustion.

En primer lugar, para la validacion del procedimiento de la Dilucion Isotdpica en
linea de carbono con el prototipo instrumental desarrollado inicialmente, se llevd
a cabo la cuantificacion de una mezcla de compuestos organicos sencillos
formados Unicamente por atomos de C e H (C9-C20). La mezcla de compuestos
organicos elegida cubre un amplio rango tanto de puntos de ebullicion (126-
343°C) como de numero de carbonos en su estructura. Los resultados obtenidos
fueron satisfactorios en términos de exactitud y precisién. En esta ocasion, el
patrén interno elegido fue uno de los compuestos de la mezcla, por lo que su Unica
diferencia con los analitos reside tan sélo en el nimero de carbonos. Para evaluar
la aplicabilidad de la metodologia a compuestos organicos mas complejos se
selecciond una mezcla de compuestos que contenia compuestos insaturados de
bajo punto de ebullicion (BTEX), compuestos saturados (alcanos), y compuestos
funcionalizados (ésteres). El patron interno elegido fue de la misma naturaleza
que una de las familias de compuestos evaluada pero diferente al resto. Los
resultados fueron de nuevo cuantitativos, demostrando el caracter genérico de la
metodologia. Por lo tanto, el procedimiento hasta entonces estaba validado para la
cuantificacion de compuestos puramente organicos que contienen tan sélo atomos
de C, Hy O, y que cubren un amplio rango de puntos de ebullicion hasta un
méaximo de 343 °C.

Este estudio demostro una transmision practicamente cuantitativa durante la etapa
de inyeccién en el rango de puntos de ebullicion estudiado y una conversion
cuantitativa de los analitos organicos sencillos en el reactor de combustion
independientemente de su estructura. En principio, la metodologia seria aplicable
a todos los compuestos organicos que se puedan separar por cromatografia de
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gases. Sin embargo, es necesario demostrar que la metodologia se puede extender
a otras familias de compuestos organicos, volatiles y no tan volatiles, para
demostrar el alcance de la metodologia.

IV.1.8 APLICACION DE LA DILUCION ISOTOPICA DE CARBONO EN
LINEA A COMPUESTOS ORGANICOS DE ALTO PESO
MOLECULAR: HIDROCARBUROS AROMATICOS
POLICICLICOS

Se consideran compuestos organicos volatiles aquellos con temperaturas de
ebullicién por debajo de 250 °C. Sin embargo, existen otros muchos compuestos
organicos de interés analizables por cromatografia de gases cuyo punto de
ebullicidn supera ampliamente esta temperatura. La extension de la metodologia a
compuestos de alto peso molecular ampliaria el campo de aplicacion del
procedimiento desarrollado. EI inyector PTV incorporado en la nueva
instrumentacién GC-IRMS es una herramienta con gran potencial para esta nueva
aplicacion por ofrecer una transferencia cuantitativa durante la etapa de inyeccion,
cuya Unica limitacion reside en la temperatura maxima alcanzada por el inyector.
Con el objetivo de extender la metodologia a compuestos de alto peso molecular
se opto por el estudio de una familia de compuestos organicos de gran interés por
su impacto medioambiental y sus efectos en la salud: los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAHS). Estos compuestos estan formados por la fusion de
dos 0 mas anillos aromaticos sencillos, y generalmente no presentan heteroatomos
en su estructura. Se emple6 una mezcla estandar certificada de 16 PAHSs, que
cubren un amplio rango de puntos de ebullicion (218-525°C) y de ndmero de
carbonos en su estructura (10-22 C) (ver Tabla. A. 1 del Anexo 1). Esta mezcla
contiene la mayoria de los PAHSs presentes en la lista de la Agencia de Proteccion
Medioambiental (EPA) como contaminantes prioritarios.

1VV.1.8.1 Identificacion

La instrumentacién GC-IRMS no dispone de un segundo detector que permita la
identificacion de los PAHs en la mezcla estandar empleada. La pérdida de la
capacidad de elucidacion estructural de la instrumentacion IRMS hace necesario
la inyeccion de los patrones individuales de la mezcla con el fin de obtener el
tiempo de retencion de cada compuesto y realizar una identificacion por
comparacion. Sin embargo, la necesidad de disponer de cada estandar individual y
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el gran tiempo de analisis requerido nos llevé a inyectar la muestra en la misma
columna pero instalada en un GC-MS convencional para la identificacion de cada
compuesto de la mezcla en una sola inyeccion. El equipo empleado para la
identificacion tan solo disponia de un inyector split/splitless por lo que se
utilizaron las mismas condiciones cromatograficas que las empleadas para el
estudio de la discriminacion del inyector cuando la inyeccion splitless fue
evaluada.

1V.1.8.2 Evaluacion del inyector: efectos de discriminacion

El procedimiento de la Dilucién Isotopica en linea de carbono es ideal para
estudiar los efectos de discriminacion en el inyector ya que las pérdidas durante
esta etapa se pueden cuantificar facilmente. De hecho, se ha empleado ya en el
laboratorio para evaluar cuantitativamente las recuperaciones en el proceso de
SPME [71]. Es importante resaltar que resulta complicado llevar a cabo estos
estudios de discriminacion en el inyector empleando otras técnicas de deteccion
alternativas tales como FID o EI-MS, ya que la sefial que proporcionan es
dependiente de la formula quimica y estructura de los compuestos organicos.
Dado que el cromatografo de gases del equipo GC-IRMS esta equipado con un
inyector convencional split/splitless y un inyector PTV, es posible el estudio de la
discriminacion en ambos inyectores durante esta etapa.

Las condiciones Optimas de la inyeccion para el analisis de PAHs ya han sido
descritas con anterioridad en la bibliografia [85]. Las condiciones empleadas en
este estudio para el inyector split/splitless fueron las mismas que las ya
optimizadas puesto que son las que ofrecen la mejor transmision de los analitos
durante esta etapa. Sin embargo, la optimizacion del inyector PTV suele estar
basada en la capacidad del inyector para la inyeccion de grandes voliumenes de
muestra como técnica de preconcentracion por la alta sensibilidad requerida para
la cuantificacion de PAHs en muestras medioambientales. ElI empleo del inyector
PTV en modo splitless para este tipo de aplicaciones es inusual, y los parametros
que afectan a la inyeccion en ambos modos de trabajo PTV difieren. Por lo tanto,
las condiciones empleadas en trabajos anteriores s6lo se utilizaron como punto de
partida para la optimizacion del inyector PTV en modo splitless. El objetivo de la
inyeccion en nuestro caso es obtener la minima discriminacion de los analitos por
las diferencias en sus puntos de ebullicion. Los parametros estudiados fueron: la
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temperatura inicial y final del inyector, la rampa de temperaturas del inyector, la
velocidad de inyeccion, el flujo de split, el tiempo de splitless, el tiempo
isotérmico final del inyector, y el tiempo isotérmico inicial de la columna. Se
observo que los parametros que mayor influencia tienen sobre la discriminacion
de los compuestos en el inyector estan relacionados con la temperatura inicial y
final del mismo, el tiempo isotérmico a la temperatura final del inyector, y la
velocidad de la rampa de calentamiento empleada.

La temperatura inicial del inyector PTV debe ser ligeramente superior a la
temperatura inicial del horno cromatografico para permitir la transmision y
preconcentracion de los compuestos mas volatiles en cabeza de columna y lo
suficientemente baja para evitar su discriminacion en el inyector. Por otro lado, la
temperatura final debe permitir la vaporizacion completa de los compuestos de
mayor punto de ebullicién. La Unica limitacidn del inyector para este propdsito es
la temperatura maxima de trabajo de la columna cromatografica empleada. En la
Figura 22 se muestra la influencia tanto de la velocidad de la rampa de
calentamiento del inyector como del tiempo isotérmico a la temperatura final del
mismo en la transmisién de los 16 PAHs analizados. Los resultados estan
expresados a través de los factores de respuesta calculados como el area bajo el
pico correspondiente a cada PAH de la mezcla respecto a su concentracion en
carbono (ug C/g), y normalizados respecto al primer PAH eluido de la columna
cromatografica. Los resultados para las parejas de PAHs: 2-bromonafteno y
acenafteno, y dibenzo(a,h)antraceno y benzo(g,h,i)perileno, se presentan de
manera conjunta ya que no fue posible una resolucién en linea de base con la
columna utilizada.

Tal y como se muestra en la Figura 22, el empleo de un rampa de calentamiento
de 0,1°C/s dio lugar a la discriminacion de los compuestos debido a las
diferencias en sus puntos de ebullicién, mientras que una rampa mas rapida de
10°C/s (valor 6ptimo) permitié una transmision mas homogénea. La velocidad de
la rampa de calentamiento del inyector debe ser lo bastante rapida para que se
produzca la vaporizacion de los analitos antes de la finalizacion del tiempo inicial
isotérmico del horno cromatogréafico y evitar asi la pérdida gradual de los mismos
por una vaporizacion incompleta en el inyector. También se observo una
discriminacion de los compuestos mas pesados con el tiempo isotérmico final del
inyector. Un tiempo de 1 min dio lugar a una severa discriminacion de los cuatro
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ultimos compuestos eluidos mientras que el resto de los PAHs tuvieron un
comportamiento similar al observado cuando el tiempo isotérmico fue de 20
minutos (tiempo Optimo). En esta ocasion no se produjo una discriminacion
gradual como si ocurrié con la velocidad de calentamiento del inyector. Un
tiempo isotérmico final de 1 minuto no permite la vaporizacion de los ultimos
compuestos eluidos pero es suficiente para la transmision cuantitativa del resto de
PAHSs analizados.
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Figura 22. Comparacion de los factores de respuesta normalizados (area por pg C/g
inyectado) de los 16 PAHs analizados, dados por orden de elucion, durante la
optimizacion de la inyeccion PTV.

Es necesario mencionar que los valores de los diferentes pardmetros a los que se
observo una mayor discriminacion fueron valores limite a los que no se suele
trabajar. Sin embargo, la diferencia no fue significativa con el cambio de
condiciones en un rango “normal” de trabajo, por lo que se pudo concluir que la
mayor contribucion a la disminucion de la discriminacion en nuestro inyector
PTV era simplemente la inyeccion de la muestra a bajas temperaturas.
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La Figura 23 muestra los resultados obtenidos para los 16 PAHs analizados
empleando ambos modos de inyeccion en sus respectivas condiciones optimas.
Dichas condiciones se encuentran recogidas en la seccion experimental de la
presente Tesis doctoral (Tabla 3).
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Figura 23. Comparacion de los factores de respuesta normalizados (area por pg C/g
inyectado) de los 16 PAHs analizados, dados por orden de elucion, empleando el
inyector en modo splitless tanto en modo convencional como PTV. Las barras de error se
corresponden a la desviacion estandar para n=3.

Como se puede ver claramente en la Figura 23, el inyector split/splitless dio lugar
a una caida significativa en la transmision de los PAHs mas pesados eluidos en la
parte final del cromatograma en comparacion con los mas ligeros. Los nueve
primeros PAHSs eluidos proporcionan respuestas normalizadas bastante similares
obteniendo un factor de respuesta promedio de 0,96 + 0,3. Por el contrario, dicho
factor de respuesta disminuye abruptamente para los PAHs mas pesados, donde el
factor de respuesta promedio para los ultimos cuatro PAHSs fue de 0,58 + 0,01. Por
otro lado, bajo las condiciones Optimas de la inyeccién PTV los factores de
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respuesta normalizados fueron practicamente idénticos para los 16 PAHSs
analizados, obteniendo un valor promedio de 1,00 £ 0,04.

Por lo tanto, seleccionando las condiciones méas adecuadas en el inyector PTV que
no den lugar a la pérdida selectiva de los analitos de la mezcla, es posible la
aplicacion del procedimiento de la Dilucion Isotopica en linea de carbono para
proporcionar una respuesta genérica, exclusivamente dependiente de la cantidad
de carbono inyectado para cada compuesto.

IV.1.8.3 Evaluacion de la Dilucion lIsotopica en linea de carbono para la
cuantificacion de compuestos puramente organicos de alto peso
molecular sin estandares especificos

La estrategia propuesta de Dilucion Isotdpica tiene la capacidad de cuantificar una
mezcla compleja de compuestos organicos sin la necesidad de procedimientos de
calibracion especificos, debido a la respuesta genérica del detector por la
conversion de los analitos a CO,. Dicha capacidad se evalud de manera defintiva
mediante la inyeccion de una mezcla sintética formada por 28 compuestos: los 16
PAHs empleados para la evaluacion de la discriminacion en el inyector y otros 12
n-alcanos (C9-C20). En este caso el intervalo de puntos de ebullicion fue tan
amplio como 126-525 °C. Se seleccion6 un solo patrén interno genérico con el
objetivo de corregir la variabilidad en la inyeccion y calcular el flujo mésico del
trazador enriquecido. El patron interno seleccionado fue el benzo(b)fluoreno, un
PAH qgue no esta presente en la mezcla sintética y que no coeluye con ninguno de
los analitos, resolviéndose cromatograficamente del resto de los compuestos bajo
estudio. La concentracion para los PAHs y n-alcanos fue de 8,5 ug C/g y 10 ug
Clg, respectivamente.

En la Figura 24a se muestra uno de los cromatogramas de intensidades obtenido
para m/z 44 (**C0O,) y para m/z 45 (“CO,). La sefial para m/z 44 proporciona el
perfil cromatografico de la mezcla mientras que se observa una sefial continua y
estable para m/z 45 a lo largo del cromatograma, procedente del trazador
isotopico adicionado en linea. La mayoria de los compuestos de la mezcla se
resuelven cromatograficamente en linea de base, pero la elucion simultanea de dos
compuestos no permite la cuantificacion individual para cada uno de ellos. Esta es
claramente una de las limitaciones del procedimiento propuesto. En este caso
particular, ademas de los cuatro PAHs que no pudieron resolverse con la columna
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empleada, el alcano pentadecano y el PAH acenafteno no se resuelven
completamente. Se optd por proporcionar los resultados cuantitativos en dicho
casos como la suma de ambos compuestos. EI cromatograma de flujo masico
obtenido tras la aplicacién de la ecuacion de la Dilucion Isotdpica en linea se
muestra en la Figura 24b. La integracion del area bajo el pico en el cromatograma
de flujo mésico obtenido y el empleo del benzo(b)fluoreno como patrén interno
proporcionaron los resultados cuantitativos dados en la Tabla 8. La evaluacion de
los datos obtenidos demuestra una recuperacion cuantitativa de los 28 compuestos
de la mezcla ya que se obtuvieron valores cercanos al 100 % para la mayoria de
los compuestos. La recuperacién media fue del 99,5 % con un rango de variacion
de 91-106 %. Cabe resaltar que el nonano fue el inico compuesto que presenté un
error significativo (recuperacion del 91 %) debido probablemente a la débil
pérdida durante la eliminacion del disolvente tras el tiempo de splitless en la
inyeccion PTV o a posibles errores en la integracion ya que eluye en la cola del
disolvente. Ademas, la repetibilidad de los resultados estuvo siempre por debajo
del 2,5 % (n=5).
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Figura 24. Cromatograma de intensidades (a) y de flujo mésico (b) para la mezcla
sintética de PAHSs (8,5 ug C/g) y n-alcanos (10 ug C/g). El patrén interno empleado fue
el benzo(b)fluoreno (8,5 pg C/g).

Con el fin de evaluar la respuesta genérica del detector y la necesidad del uso del
flujo de trazador, se llevé a cabo la cuantificacion de la mezcla sintética
integrando tan sélo la sefial para m/z 44 en el cromatograma de intensidades, y
empleando el benzo(b)fluoreno como patron interno para la correccion de la
variabilidad en la inyeccion. Cabe destacar que este procedimiento es el mismo
que el empleado para la cuantificacion mediante GC-FID cuando la naturaleza de
la muestra permite el empleo de un solo patron interno para la cuantificacion.

Los resultados numéricos obtenidos que se proporcionan en la Tabla 8 se
comparan graficamente en la Figura 25, donde se pueden observar las
recuperaciones obtenidas por ambos procedimientos empleados. Las pequefias
diferencias encontradas fueron generalmente por defecto. Solamente para los
ultimos seis compuestos eluidos de la columna las recuperaciones obtenidas
fueron por exceso y préacticamente iguales para los dos Ultimos. En esta ocasion la
recuperacion media fue del 97 % en un rango de 86-108 %. A pesar del aumento
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en el error respecto al procedimiento de Dilucion Isotdpica en linea, el empleo de
este sistema como detector genérico para cromatografia de gases podria ser
considerado.

Tabla 8. Resultados cuantitativos para la mezcla sintética de PAHs y n-alcanos
mediante la aplicacién de la Dilucion Isotdpica en linea de carbono y a través de
la respuesta genérica del GC-IRMS para m/z 44. Se utilizé el benzo(b)fluoreno
como patrdn interno genérico. La incertidumbre esta expresada como la
desviacion estandar para n=5.

Recuperacion (%)

IDMS de carbono en GC-Combustion-

Compuesto linea IRMS
Nonano 905+1,9 85,7+0,8
Decano 946+21 90,3+1,7
Undecano 97,0+1,8 93,5+0,8
Dodecano 98,7+25 949+0,5
Naftaleno 94,7+2,6 929+11
Tridecano 999+20 96,5+0,8
Tetradecano 98,7+1,7 94,6 +0,7
Pentadecano+Acenaftileno 101,0+2,2 98,3+1,2
2-Bromonafteno+Acenafteno 995+23 98,8 +1,0
Hexadecano 100,1+2,2 96,8 +0,7
Fluoreno 976+29 96,3+0,6
Heptadecano 102,4+1,9 98,8+ 0,7
Octadecano 1025+1,8 97,7+0,9
Fenantreno 99,6 + 2,3 93,6 +0,5
Antraceno 102,0+1,6 98,8 £0,3
Nonadecano 1035+2,1 98,2+0,6
Eicosano 103,2+2,2 99,3+0,8
Fluoranteno 101,2+19 99,9+0,9
Pireno 1048+ 2,1 102,7 £ 0,3
Benzo (a) antraceno 96,3+2,5 91,8+0,6
Criseno 106,2+2,0 108,4+4,2
Benzo (a) pireno 98,3+3,1 100914
Benzo (b) fluoranteno 93,3+25 948+1,6
Dibenzo (a,h) antraceno+Indeno 100,7 + 3,8 100,7 £ 0,7
(1,2,3-cd) pireno

Benzo (g,h,i) pireno 101,0+ 35 101,01
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Figura 25. Comparacion de las recuperaciones obtenidas para la mezcla sintética de
PAHSs y alcanos empleando el benzo(b)fluoreno como patréon interno mediante el
procedimiento de Dilucidn Isotdpica en linea y mediante el calculo de factores de

respuesta para m/z 44. La incertidumbre esté expresada como la desviacion estandar

para n=5.

En la Figura 26 se muestra un zoom realizado sobre los primeros 38 minutos del
cromatograma de intensidades presentado en la Figura 24, donde se puede
observar como la sefial del trazador a m/z 45 no es completamente constante. La
variacion de la sefial en la parte inicial del cromatorgrama parece corregir los
errores producidos para los primeros compuestos eluidos de la columna
cromatografica. Probablemente, la ionizacion de estos compuestos, que llegan a la
fuente de ionizacion del MS junto con la cola del disolvente, sea menor que
cuando el disolvente ya no se encuentra presente, lo que hace que la
cuantificacion se desvie en esa region.
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Figura 26. Ampliacion del cromatograma de intensidades obtenido para mezcla sintética
de PAHSs y n-alcanos. Correccion del flujo de trazador en linea sobre los primeros
compuestos organicos eluidos.

Este estudio confirma la capacidad del flujo de trazador enriquecido adicionado
en linea para corregir pequefias variaciones en la sensibilidad instrumental,
efectos de deriva, o efectos de matriz durante el proceso de ionizacion en la
fuente. Sin embargo, es necesario comentar que la integracion de los picos en el
cromatograma de flujo masico dio lugar a una incertidumbre en la concentracién
de un orden de magnitud mayor que la integracion de los picos en el
cromatograma de intensidades, tal y como se muestra en la Tabla 8. Por lo tanto,
la influencia de la sefial para el trazador a m/z 45 es significativa en el proceso de
integracion.
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1V.1.9 APLICACION DE LA DILUCION ISOTOPICA DE CARBONO EN
LINEA A COMPUESTOS CON HETEROATOMOS EN SU
ESTRUCTURA

Por otro lado, es todavia necesario comprobar como afecta la presencia de
heterodtomos comunes a la eficacia de la combustion, bajo las condiciones de
transmision completa durante la inyeccion, previamente validada. La presencia de
heterodtomos fue un factor limitante ya que hasta el momento tan sélo se habia
comprobado una combustién completa para compuestos puramente organicos. La
presencia de otros elementos diferentes al C, H y O podria afectar a la eficacia de
combustion aumentando asi el nimero de variables que podrian dar lugar a la
pérdida selectiva de los compuestos hasta su mezcla con el trazador. En particular,
el azufre y el cloro pueden formar sales no volatiles de manera irreversible con el
cobre y el niquel, presentes en el horno y principales donores de oxigeno en la
reaccion de combustion, y su acumulacion en el reactor puede reducir tanto la
eficacia de la combustion como la vida util del reactor. Con este objetivo se
decidio aplicar la Dilucion Isotopica en linea de carbono a dos familias de
compuestos organicos con cloro y azufre en su estructura: los bifenilos
policlorados (PCBs) y los benzotiofenos.

Los PCBs son compuestos sintéticos formados por dos anillos bencénicos
fusionados a los que se pueden unir hasta 10 atomos de cloro. Al igual que los
PAHSs tienen un gran interés medioambiental. La mezcla de los 12 congéneres
seleccionada para el estudio incluye 6 congéneres considerados indicadores de
contaminacion alimentaria por la Agencia de Salud Alimentaria Europea (EFSA),
y 6 congéneres relevantes por su presencia en el medio ambiente y listados en la
norma EN 61619: “Liquidos aislantes. Contaminacion por policlorobifenilos
(PCB). Método de determinacion por cromatografia de gases con columnas
capilares” (ver Tabla. A. 2 del Anexo 1). Por otro lado, el tiofeno es un compuesto
heterociclico formado por cuatro &tomos de carbono y uno de azufre. Dentro de la
familia de los tiofenos se encuentran los benzotiofenos y dibenzotiofenos,
formados por el anillo de tiofeno fusionado con uno o dos anillos de benceno,
respectivamente. Estos compuestos se encuentran de manera natural en productos
del petréleo y su presencia puede ser nefasta en motores diésel, tanto por la
emision al medioambiente de los ¢xidos de azufre producidos durante la
combustion, como por la oxidacion de las diferentes componentes de los motores.
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Para este estudio se seleccionaron el benzotiofeno, 3-metilbenzotiofeno vy
dibenzotiofeno (ver Tabla. A. 3 del Anexo 1).

Al igual que para la mezcla estdndar de PAHs, fue necesario realizar la
identificacion de los compuestos para todas las mezclas estandar utilizadas en el
presente estudio.

1VV.1.9.1 Bifenilos Policlorados

Con el objetivo de estudiar la eficacia de la combustion de compuestos con
heterodtomos en su estructura, se inyectd una mezcla estandar de 12 PCBs con
una concentracion de 15 pg/g por compuesto. La concentracién en carbono
dependerd del numero de &tomos de cloro que contenga cada compuesto
particular. Para la mezcla evaluada el rango de atomos de cloro fue de 3-8. En esta
ocasion se utilizé el octadecano (9 pg C/g) como patrén interno genérico, a pesar
de presentar una naturaleza completamente distinta a la de los analitos. Cabe
recordar que el empleo de esta metodologia permite la eleccion de un patron
interno independientemente de cual sea su naturaleza, debido a que la respuesta
del detector es independiente del compuesto. Por lo tanto, los Unicos requisitos
que debe cumplir el patron interno son que no esté presente en la muestra y que no
coeluya con ninguno de los compuestos de la mezcla. Esto representa una gran
ventaja respecto a otros detectores para cromatografia de gases considerados
“casi” genéricos como es el caso del FID. En este caso, es necesaria la eleccion de
un patron interno de la misma naturaleza que los compuestos objeto de estudio y
con un numero de carbonos similar, por lo que para muestras complejas sera
complicado encontrar una zona libre de interferencias para la elucién del patrén
interno.

El cromatograma de flujo mésico obtenido se muestra en la Figura 27. Tal y como
se puede observar, la sefial de los PCBs disminuye con el tiempo de retencion
debido a que el numero de atomos de cloro en la molécula aumenta. Puesto que
todos los compuestos estan presentes en la misma concentracion, la concentracion
de carbono disminuye a medida que aumenta el nimero de cloros.

En esta ocasion, los picos para los congéneres 31 y 18 no se resuelven de manera
completa y los resultados de la cuantificacion se presentan conjuntamente. En la
Figura 28 se encuentran representados los resultados cuantitativos obtenidos

-130-



Resultados y discusion

expresados en recuperacion a partir de los resultados tedricos. El resultado de la
recuperacion para todos los PCBs fue de 101-106 % con una precision < 1% RSD
(n=3). La variacion de la recuperacion fue aleatoria e independiente del nimero
de cloros que contuviera el compuesto. Por lo tanto, se puede concluir que la
presencia de atomos de cloro, incluso a gran escala, no dificulta la combustion
cuantitativa de los compuestos.
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Figura 27. Cromatograma de flujo masico para la mezcla estandar de PCBs (15 pg/g).
El patrén interno utilizado fue el octadecano (9 ug C/g).
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Figura 28. Recuperaciones obtenidas para la mezcla estandar de PCBs (azul) y
benzotiofenos (rojo) empleando el octadecano y pentadecano, respectivamente para la
obtencion de los datos cuantitativos. La incertidumbre esta expresada como la desviacion
estandar para n=3.

1VV.1.9.2 Benzotiofenos

Al igual que el cloro, el azufre puede afectar negativamente sobre la eficacia de
combustion del reactor. Para evaluar los posibles efectos de combustién no
cuantitativa se prepard una mezcla de benzotiofenos a partir de los patrones puros
de benzotiofeno, 3-metilbenzotiofeno y dibenzotiofeno con una concentracién
aproximada de 7 pug C/g para cada compuesto. Como patrdn interno genérico se
utilizo otra vez un alcano, el pentadecano (17 pg C/g).

En la Figura 29 se muestra el cromatograma de flujo masico obtenido. La pequefia
diferencia en la intensidad de los picos obtenidos para los compuestos de azufre se
debe a las diferentes concentraciones empleadas.
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Figura 29. Cromatograma de flujo masico para la mezcla de benzotiofenos (7 ug C/g). El
patrén interno utilizado fue el pentadecano (17 ug C/g).

La integracion del area bajo el pico en dicho cromatograma proporciond los
resultados cuantitativos que se muestran también en la Figura 28, expresados
como recuperacion en % a partir de los valores tedricos. Se observo una excelente
precision (< 2% RSD, n=3). Los resultados de recuperacién para los tres
compuestos de azufre estuvieron en el rango 97-103%, lo que parece demostrar de
nuevo que la presencia de heterodtomos, en este caso de S, no dificulta la
combustion cuantitativa de ninguno de los compuestos analizados.

Es importante resaltar que durante los analisis de los compuestos de cloro y azufre
a nivel de trazas no fue necesario una reoxidacion del reactor de combustion
mayor de lo habitual. Por lo tanto, la presencia de estos heteroatomos no da lugar
a un deterioro de las capacidades de combustion del horno ni a una disminucién
de la vida util del mismo.
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IV.2 CAPITULO?2

Evaluacion de la respuesta independiente del compuesto
en la Dilucion Isotépica de carbono en linea mediante
GC-IRMS. Comparacion con GC-FID en la aplicacion a
la determinacion de Esteres Metilicos de Acidos Grasos
(FAMES) en Biodiesel.

“No es necesario ser un experto para trabajar en cromatografia de gases, pero
cuanto mayor sea tu conocimiento, mejores seran tus resultados”
(Walt Jennings, pionero en GC)

La cromatografia de gases estd considerada una técnica analitica de separacion
extremadamente poderosa caracterizada por la alta eficacia de separacion de las
columnas capilares, la automatizacién del proceso, los tiempos de analisis
relativamente cortos, la instrumentacion sofisticada, y la alta precision vy
reproducibilidad en el analisis cuantitativo. Es por ello que esta técnica de
separacion se encuentra en la mayoria de los laboratorios analiticos.

La columna cromatogréafica es el corazon del cromatografo de gases por ser la
responsable de la separacion. Sin embargo, el detector es imprescindible para la
deteccion de los compuestos previamente separados. Una separacion que
proporcione la mejor resolucion seria inatil sin el detector adecuado. Es por ello
que la cromatografia de gases moderna emplea una amplia variedad de detectores
universales, selectivos y sensibles, para la identificacion y cuantificacion de los
compuestos de una muestra. El criterio de seleccién del detector mas adecuado
depende del objetivo del analisis.
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Para la cuantificacion de los compuestos organicos individuales de una muestra
mediante GC es necesaria la determinacion de los factores de respuesta del
detector para cada compuesto de interés. Esto se debe a que la respuesta del
detector es altamente dependiente de la estructura quimica del compuesto [86].
Generalmente, esta determinacion se realiza a través de curvas de calibracion a
partir de estdndares especificos de concentracion conocida. Sin embargo, no
siempre es posible calibrar la respuesta del detector para cada compuesto de
interés. Cuando los compuestos presentan propiedades carcinogénicas,
mutagénicas o se consideran peligrosos para el medio ambiente, o incluso cuando
los patrones puros no se encuentran disponibles comercialmente, no es posible
llevar a cabo la cuantificacion de los analitos.

Algunos sistemas de deteccion elemental para GC, como lo son el ICP-MS vy la
deteccidn por emision atdbmica (AED), son capaces de generar una respuesta para
un determinado elemento independientemente de la forma quimica de la que
forme parte [87] [88]. Esta particularidad hace posible el empleo de un Unico
patron genérico que contenga el elemento de interés para cuantificar las distintas
especies en las que ese elemento pueda estar presente en una determinada
muestra. Esta estrategia de calibracion, cominmente denominada Calibracion
Independiente del Compuesto (CIC), es caracteristica de detectores elementales
donde se produce la atomizacién de los compuestos organicos, y la mayoria de las
aplicaciones estan basadas en la deteccion de un elemento para el que el detector
es altamente sensible. Estos detectores elementales tienen dos limitaciones
importantes. Por un lado, una muestra que contenga tan s6lo compuestos
organicos puros formados por atomos de carbono e hidrégeno, solamente podran
ser cuantificados seleccionando el carbono como elemento detectable. La
sensibilidad de los detectores elementales para el carbono suele ser bastante pobre
y es por ello que en la mayoria de los casos siempre se hace uso de un
heteroatomo o un elemento metélico presente en el compuesto organico para
aplicar la calibracion independiente del compuesto [61]. Por otro lado, cuando la
muestra contiene compuestos organicos de diferente naturaleza, donde el
elemento detectable varia para cada uno de los compuestos de interés, la adicién
de un solo patrén genérico no seria suficiente para la cuantificacion.

Existen otros detectores para GC considerados universales para compuestos
organicos, donde bajo ciertas circunstancias también pueden mostrar una
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sensibilidad independiente del compuesto utilizando ciertas aproximaciones
predictivas. La respuesta del detector de ionizacion de llama (FID) se puede
predecir en base a la estructura de la molécula a través del conocido ndmero de
carbonos efectivo (ECN) [89]. Asi, si se conoce la identidad de todos los picos del
cromatograma FID, el uso de ECN puede permitir determinaciones cuantitativas
usando un solo patrén interno genérico para compensar fluctuaciones derivadas de
la inyeccion. Este concepto también ha sido recientemente extendido y aplicado a
la deteccion por Espectrometria de Masas con ionizacion electronica para
cuantificar compuestos para los que no se dispone de estdndares especificos
mediante GC-MS [90].

El procedimiento de la Dilucién Isotépica en linea de carbono empleando un
espectrometro de masas con fuente de impacto electronico ha demostrado ser un
detector universal y genérico para compuestos organicos, cuya respuesta tan sélo
depende del nimero de atomos de carbono del compuesto. Con el fin de comparar
este nuevo detector para GC con los diferentes detectores establecidos, a
continuaciéon se abordardn las principales caracteristicas analiticas, ventajas y
limitaciones de los detectores universales para GC que permiten una calibracién
independiente del compuesto, empleando el carbono como elemento detectable.

IV.2.1 DETECTORES UNIVERSALES PARA COMPUESTOS
ORGANICOS EN GC. ESTUDIO DE LA CALIBRACION
INDEPENDIENTE DEL COMPUESTO.

IVV.2.1.1 Factor de respuesta y calibracion independiente del compuesto.

Debido a la fuerte dependencia que generalmente existe entre la respuesta del
detector y la naturaleza del analito, diferentes analitos con la misma concentracion
dan lugar a &reas de pico distintas. La determinacion del factor de respuesta para
cada analito permite la cuantificacion del mismo con un simple calculo. El factor
de respuesta para un analito i se define como la relacion existente entre la cantidad
de analito (en peso o concentracion) y su area de pico segun la siguiente ecuacion:

RF; = w;i/A; [29]
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Donde RF;, w; y A; se corresponden con el factor de respuesta, la cantidad, y el
area de pico del analito i, respectivamente. A partir de este momento nos
referiremos a w; como la concentracion de analito presente en la muestra.

Una vez determinado el factor de respuesta para cada analito de interés es posible
calcular su concentracion simplemente multiplicando el area de pico por su factor
de respuesta. Sin embargo, el &rea de pico puede variar entre los diferentes
analisis debido a las pequefias variaciones en los volumenes de muestra
inyectados. EI empleo de factores de respuesta relativos puede corregir esta
variabilidad. El factor de respuesta relativo (RRF;) utiliza un patrén interno de
referencia de concentracion conocida, que se adiciona a la muestra para corregir la
variabilidad en la inyeccion, y se define como la relacion entre el factor de
respuesta obtenido para el analito (RF;) y el factor de respuesta obtenido para el
patron interno (RF,s), segun la siguiente ecuacion [30]:

A
RRF, = —= x — [30]

En donde A, y w;s son el area y la concentracion del patron interno utilizado. Por
lo tanto, la concentracion del analito en la muestra se puede obtener directamente
a través de la ecuacién [31].

_ RRFl X Wis X Ai
AIS

w; [31]
Este tipo de calibracion asume un factor de respuesta constante con la
concentracion del analito. Por lo tanto, se recomienda la realizacién de una
calibracion externa a diferentes concentraciones de analito, al menos durante la
validacion de la metodologia para evaluar la respuesta del sistema en el rango de
concentracion deseada.

Cuando los estandares especificos no se encuentran disponibles comercialmente,
la determinacion de los factores de respuesta para cada analito no es posible. Es
entonces cuando los detectores que ofrecen una respuesta independiente del
compuesto juegan un papel fundamental en la cuantificacion de los analitos.
Asumiendo que un detector genérico y universal para compuestos organicos
ofrece una respuesta tan solo dependiente del nimero de &tomos de carbono
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presente en el compuesto, el factor de respuesta respecto a su concentracion en
carbono sera el mismo para todos los compuestos detectados. De esta manera, el
factor de respuesta relativo es igual a 1 y la concentracion en carbono del analito
en la muestra se reduce a la siguiente expresion:
A;
Ci=—xCg [32]
AIS
En donde C; y C;s son las concentraciones en carbono del analito y del patron
interno, respectivamente. Finalmente, conociendo la estructura molecular tanto
del analito como del patrén interno empleado, la concentracion del analito en la
muestra se puede calcular a partir de la ecuacion [33]:
Ay mnys MW

= —x —x
Ars n; MW

i X Crs [33]
En donde n;, n;g, MW; y MWs se corresponden con el nimero de atomos de
carbono y los pesos moleculares del analito y patron interno, respectivamente,
mientras que c; y c¢;s son las concentraciones del analito y del patron interno
utilizado. Por lo tanto, la estrategia de la calibracién independiente del compuesto
permite la cuantificacion directa del analito sin la necesidad de estandares
especificos ni la realizacion de calibraciones externas a partir de la ecuacion [33].
Es importante tener en cuenta que esta ecuacion es la misma que la empleada en
el procedimiento de la dilucion isotdpica de carbono en linea (ecuacion [25]).

IVV.2.1.2 Detector de ionizacion de llama (FID)

El detector de ionizacion de Illama ha sido el detector mas utilizado desde su
introduccion en 1958 [91] debido a las magnificas caracteristicas analiticas que
presenta. Este detector muestra un amplio rango lineal de casi 7 6rdenes de
magnitud, una alta sensibilidad (10™? g C/s), bajos niveles de ruido, una
excepcional fiabilidad y un comportamiento “casi” universal para compuestos
organicos. De hecho, estd considerado como el detector mas universal para
compuestos organicos en cromatografia de gases.

El funcionamiento de este detector es muy sencillo. La pieza central del detector
estd formada por una llama de hidrogeno/aire que por si sola no produce iones
(Figura 30). Cuando los compuestos organicos eludidos de la columna
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cromatografica llegan a la llama se inicia un conjunto de complejas reacciones
donde tiene lugar la transformacion de los compuestos. La alta concentracion de
radicales de hidrogeno permite la hidrogenacion de los dobles enlaces y la rotura
de los enlaces carbono-carbono. Practicamente, todos los atomos de carbono se
convierten en metano, que después se oxida a didéxido de carbono en la parte méas
oxidante de la llama [92].

electrodo
. » colector
dispositivo de
'gnicion potencial
300V

1_ < hidrégeno
aire —T g

columna
cromatografica

Figura 30. Esquema del detector de ionizacion de Ilama.

Durante el proceso de oxidacion, aproximadamente un atomo de carbono por cada
millon de atomos de carbono existentes se transforma en un ion de acuerdo con la
siguiente reaccion:

CH+ 0 - CHO* - CHO* + e~

El movimiento de los iones se mide como la corriente eléctrica generada entre dos
electrodos que son la base metalica de la llama y el colector circular metélico
situado en la parte superior. La corriente generada por el fondo es
extremadamente baja debido a que la Ilama hidrdgeno/aire apenas produce iones
por si misma. Por lo tanto, los iones generados por los analitos se pueden detectar
de manera eficaz en el rango de los picoamperios.
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Los atomos de carbono que no se transforman en metano bajo las condiciones de
trabajo del FID no se pueden detectar. Desgraciadamente, existe un numero
limitado de pequefias moléculas tales como el monoxido de carbono, didxido de
carbono, disulfuro de carbono, formaldehido y acido férmico, que el FID no es

capaz de detectar. Esta es la razon de la denominacion de detector “casi” universal
del FID.

IV.2.1.2.1Estimacién de los factores de respuesta para la deteccion FID:
calibracion independiente del compuesto.

Tras la aparicion del detector FID en GC, fue necesario muy poco tiempo para
observar la existencia de una fuerte correlacion entre la respuesta molar del
detector y el nimero de atomos de carbono de los compuestos organicos puros
(formados Unicamente por C e H) y sencillos [93]. Esta extraordinaria capacidad
del detector FID provocd una rapida respuesta en el estudio de otros compuestos
organicos de mayor complejidad estructural [94] [95] asi como una mayor
inquietud por el conocimiento del mecanismo de ionizacion en la llama.

Los factores de respuesta relativos obtenidos en varios estudios de diferentes
series homdlogas de compuestos organicos fueron significativamente diferentes.
Los compuestos utilizados como patrones internos siempre fueron hidrocarburos
alifaticos o aromaticos sencillos. La ecuacion utilizada para el céalculo de los RRF;
(ecuacion [30]) esta basada, por definicion, en un factor de respuesta de 1.0 para
el patron interno de referencia. De esta manera, el valor numérico del factor de
respuesta relativo es igual a la concentracion relativa del compuesto, necesaria
para generar la misma respuesta que el patrén interno de referencia. Un factor de
respuesta mayor que 1 significa que el detector es menos sensible para el
compuesto que para el patrén interno. Por lo tanto, para conseguir una calibracion
independiente del compuesto el area observada deberia estar multiplicada por un
nimero mayor que 1, para obtener el mismo valor de area por unidad de
concentracion para el compuesto y para el patron interno de referencia.

Para todos los compuestos estudiados se observd una menor sensibilidad del
detector FID que para el patron interno de referencia. Para explicar las diferentes
respuestas observadas se empled un nuevo concepto basado en la estructura
molecular de los compuestos: el Namero de Carbonos Efectivo (ECN).
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El factor de respuesta relativo en unidades de concentracion se puede relacionar
con el factor de respuesta relativo molar (RRF;_,,01qr) @ través de la siguiente
ecuacion [6]:

MW,
RFFi_moiar = RRF; x MW, [34]

Se observo que el factor de respuesta molar para los hidrocarburos alifaticos y
aromaticos era proporcional al nimero de atomos de carbonos del compuesto. Por
lo tanto, el factor de respuesta relativo, en unidades de concentracion, se podria
relacionar con el nimero de atomos de carbono del compuesto de interés (n;) y
del patron interno (n;s) a través de la ecuacion [35]:

Nys MWl

RFF, = =
CT T Y Mwg

[35]

De esta manera, se podria determinar el factor de respuesta relativo sin la
necesidad de calcularlo experimentalmente, permitiendo la calibracion
independiente del compuesto sin estandares especificos ni gréaficas de calibracion.

Por otro lado, se observo que el factor de respuesta relativo molar, para aquellos
compuestos que presentaban un grupo carbonilo en  su estructura, era
proporcional al nmero de atomos de carbonos del compuesto menos 1. Por lo
tanto, la ecuacién [35] tomaria la siguiente forma:

Nys MWl

RFF;, =

El factor de respuesta relativo molar para todos los compuestos organicos
estudiados fue proporcional a un valor constante que dependia de la contribucién
de los atomos de carbono en los diferentes grupos funcionales. EI sumatorio de la
contribucion de cada atomo de carbono se considero el nimero de carbonos
efectivo que la llama es capaz de transformar eficazmente en los iones que dan
lugar a la respuesta del detector FID. Asi, la contribucion de los 4tomos de
carbono de un hidrocarburo alifatico es de 1, mientras que la contribucién es nula
cuando el atomo de carbono estd formando parte de un grupo carbonilo en
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aldehidos y cetonas. La contribucion al ECN de los diferentes grupos funcionales,
tras los primeros estudios realizados, se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Contribucién del nimero de carbonos efectivo empleado para la
prediccion de los factores de respuesta en GC-FID.

Atomo/grupo funcional Contribucion ECN
C-alifatico 1
C-aromatico 1
C-olefinico 0,95
C-nitrilo 0,3
C-carbonilo 0
C-carboxilo 0
O-alcohol primario -0,6
0O-alcohol secundario -0,75
0O-alcohol terciario -0,25
O-éter -1
N-amina primaria -0,6

El factor de respuesta relativo, en concentracion, cuando se emplea el ECN viene
dado por la ecuacion [37]:

RRF; = x : [37]
Sustituyendo este valor de RRF; en la ecuacidn [30], se obtiene la ecuacion basica
de la calibracion independiente del compuesto para GC-FID:

_ A ECNjs MW,
= 4 T ECN, ¥ Mwyg

Wi X Wis [38]
Esta ecuacion es equivalente a la ecuacion [33], correspondiente a la ecuacion de
la calibracion independiente del compuesto para un detector verdaderamente
genérico. La unica diferencia radica en la sustitucion del namero de carbonos del
compuesto organico por el namero de carbonos efectivo para el detector FID.
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Es importante resaltar que cuando los analitos de interés no contienen en su
estructura ninguno de los grupos funcionales que dan lugar a una menor
ionizacion en la llama, o cuando todos los analitos presentan una estructura
molecular comdn, la eleccion del patron interno adecuado hard posible la
calibracién independiente del compuesto sin la necesidad del empleo del nimero
de carbonos efectivo.

Se ha dedicado mucho tiempo y esfuerzo en la investigacion del uso de factores
de respuesta basados en ECN para la cuantificacién absoluta mediante GC-FID,
desde su aparicion hace ya mas de 50 afios [2,17-21, 2013]. Se han logrado
asignar valores de contribucién al ENC a todos los grupos funcionales vy
heterodtomos existentes en los compuestos organicos analizables por GC.
Ademas, también se han conseguido determinar los factores de respuesta relativos
en compuestos derivatizados [1985]. Sin embargo, la asignacion de una
contribucion fija a un determinado carbono, grupo funcional o heteroatomo no
ofrece demasiada fiabilidad debido a una serie de variables a tener en cuenta. Los
factores de respuesta pueden sufrir desviaciones significativas dependiendo de la
pureza del compuesto, el modo de inyeccion, la descomposicién y discriminacion
de los compuestos durante la etapa de inyeccion, la adsorcion inespecifica de los
compuestos en la columna cromatografica, los efectos de matriz durante los
procesos de hidrogendlisis e ionizacién en la llama, y el disefio del propio
detector. Por otro lado, el desconocimiento parcial del mecanismo del proceso de
ionizacion de los compuestos en la [lama impide el empleo directo del nimero de
carbonos efectivo, tabulado para los distintos grupos funcionales, a nuevos
compuestos organicos. La prediccion del factor de respuesta a través del ECN
puede dar lugar a datos cuantitativos erroneos para compuestos para los que no se
ha estudiado su ionizacion en la llama previamente. Es por ello que existe un gran
numero de trabajos publicados donde se puede encontrar el ECN para cada
compuesto organico particular [2008]. Sin embargo, aun empleando los factores
de respuesta tabulados y utilizando las mismas condiciones cromatograficas, los
factores de respuesta pueden variar dependiendo del disefio del GC-FID utilizado.

El empleo del nimero de carbonos efectivo para el calculo de los factores de
respuesta, sin la necesidad de calibraciones externas, lleva asociada pues una
pérdida de exactitud en los datos cuantitativos. Sin embargo, la gran ventaja de
utilizar un solo patron genérico para la cuantificacion de un amplio niumero de
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compuestos de diferente naturaleza, tiene una gran aplicacion en la industria del
petréleo y los biocombustibles. La destilacion fraccionada del petroleo da lugar a
diferentes tipos de combustibles (gasolinas, querosenos y gasoleos, entre otros)
formados por una gran variedad de hidrocarburos alifaticos y aromaticos. El factor
de respuesta molar de estos compuestos es directamente proporcional a su nimero
de carbonos. Por lo tanto, la pérdida de exactitud solamente estara relacionada con
la discriminacion de los compuestos durante la etapa de inyeccién, debido a la
diferencia en sus puntos de ebullicion. Los compuestos organicos recogidos en
cada fraccion tienen un rango de puntos de ebullicion bastante estrecho, por lo que
la discriminacion en el inyector se minimiza. EI empleo de un solo patron
genérico en este tipo de muestras puede proporcionar datos de alta calidad,
reduciendo considerablemente el tiempo del analisis y su coste.

Recientemente [96], el empleo de la calibracion independiente del compuesto
mediante GC*GC-FID permitié la cuantificacién de 150 compuestos organicos en
una muestra de biocombustible, utilizando tan sélo dos patrones internos
genéricos para la cuantificacion. El calculo de los factores de respuesta se realizd
a través del empleo del nimero de carbonos efectivo. Para verificar que los
factores de respuesta empleados estaban en concordancia con los proporcionados
por el equipo utilizado, se calcularon experimentalmente los factores de respuesta
para 19 de los compuestos de la mezcla, pertenecientes a familias de diferente
naturaleza. La diferencia entre el factor de respuesta experimental y el calculado
fue menor del 5% para 17 de los 19 compuestos. A pesar de poder cometer un
error en la cuantificacion de hasta un 15%, el uso de la calibracion independiente
del compuesto mediante el calculo predictivo de los factores de respuesta esta
muy bien considerado en este tipo de aplicaciones.

1V.2.1.2.2Métodos quimiométricos para la estimacién de los factores de
respuesta sin estandares especificos mediante GC-FID

En 1989, Musurrama y col. [97] aplicaron un método quimiométrico, basado en
una aproximacién por minimos cuadrados parciales, para correlacionar los
factores de respuesta relativos determinados por Dietz y col. [98] para una mezcla
de 100 compuestos bencénicos y piridinicos sustituidos, empleando 17 tipos
diferentes de descriptores moleculares. Estos descriptores moleculares fueron: (1)
el peso molecular, (2) el namero de atomos (C, H'y O), y (3) el nimero de grupos

-145-



Resultados y discusion

funcionales (alquenos, carbonilos, alcoholes, éteres,...). Los factores de respuesta
se pudieron predecir con una desviacion media del 5% para aquellos compuestos
que se ajustaron al modelo desarrollado. Este modelo predictivo se considero
especialmente util para la determinacion de los factores de respuesta de
compuestos en muestras complejas para los que no se dispone de estandares
especificos, con un alto grado de fiabilidad.

Recientemente [99] y con el mismo objetivo, se ha empleado un nuevo descriptor
molecular para la determinacién de los factores de respuesta relativos: la entalpia
de combustion (AH®:). En un primer paso, se calculé la entalpia de combustién de
cada compuesto a través de un andlisis de regresion lineal, basado en la formula
molecular del compuesto. En un segundo paso, se observé una excelente
correlacion entre estas entalpias de combustion y los factores de respuesta
relativos calculados experimentalmente. Asi, los factores de respuesta se pudieron
predecir a partir de la férmula molecular del compuesto. Con una base de datos de
351 compuestos, aproximadamente el 60% de los compuestos mostraron una
diferencia entre el factor de respuesta calculado y el predicho menor del 5%,
mientras que para el 80% de ellos, esta diferencia fue menor del 10%.
Posteriormente, este método se simplificd a una sola ecuacién, proporcionando el
mejor ajuste de los diferentes descriptores moleculares utilizados [100].

Estos métodos quimiométricos, basados en ecuaciones predictivas, son de gran
utilidad cuando no se dispone de todos los estandares especificos de una muestra
compleja. A través de la correlacion entre los factores de respuesta determinados
experimentalmente y una serie de descriptores moleculares se generan ecuaciones
predictivas, mediante las cuales es posible calcular el factor de respuesta de los
compuestos para los que no se dispone de estandares especificos. Sin embargo, a
pesar de poder obtener datos cuantitativos es necesario el uso de estandares de
calibracion, perdiendo asi el caracter genérico de la deteccion.

IV.2.1.3 Espectrometro de Masas con fuente de ionizacién electronica (El-
MS)

La Espectrometria de Masas con fuente de ionizacion electronica ha sido junto
con la deteccién FID la técnica de deteccion mas utilizada en cromatografia de
gases. Ademas de proporcionar informacién cuantitativa, su capacidad de

-146-



Resultados y discusion

elucidacion estructural la convierte en una poderosa herramienta para el analisis
de compuestos organicos en una amplia variedad de muestras. Ademas, su
versatilidad, selectividad, bajo coste operacional, y alta sensibilidad, han
provocado una fuerte tendencia en la implantacion de la técnica en la mayoria de
los laboratorios de todo el mundo.

Obviamente, su selectividad y habilidad de elucidacion estructural tienen como
consecuencia una respuesta fuertemente dependiente de la especie, y este grado
de dependencia se puede relacionar directamente con el proceso de ionizacion
electrénico en la fuente.

1VV.2.1.3.1Fuente de ionizacion electrénica

La fuente de ionizacion electronica consiste en una cdmara de alto vacio que
contiene dos filamentos de wolframio. En la Figura 31 se puede observar un
esquema de la fuente de EI.

placa de repulsién

I
filamento @ @
iman R @ iman
g %o
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alto vacio @ lentes de enfoque
=9 T q

Figura 31. Diagrama de una fuente de ionizacion electrénica en espectrometria de
masas.

Los electrones generados por la emision térmica del filamento caliente son
atraidos por un potencial aplicado, normalmente 70 eV, entre dicho filamento y un
anodo. Las moléculas gaseosas procedentes del eluyente cromatografico
colisionan perpendicularmente con los electrones generados, y esta colision es la
responsable de la ionizacién de las moléculas por la pérdida de electrones debido
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a repulsiones electrostaticas. Las moléculas organicas se ionizan de acuerdo con la
siguiente reaccion:

0 - +o - -
M” + efilamento - M™+ €molécula + efilamento

Los iones positivos formados son atraidos por una placa de aceleracion y
repelidos por una placa de repulsién mediante una diferencia de potencial aplicada
entre ambas con el objetivo de introducirlos en el analizador de masas.

El ion radical M** se denomina ion molecular y proporciona una valiosa
informacion analitica ya que tiene el mismo peso molecular que la molécula
original. Los iones moleculares, al ser radicales y poseer una elevada energia, son
labiles y pueden sufrir procesos de fragmentacion que dependen, y son
especificos, de cada molécula organica original. Los fragmentos moleculares
formados proporcionan informacién estructural adicional que se utiliza para
confirmar la presencia de la molécula en estudio. Para la mayoria de las moléculas
organicas, el rendimiento de la ionizacion dentro de la fuente es maximo en la
region de los 70 eV, y la fragmentacion producida es altamente reproducible
independientemente del espectrometro de masas utilizado. Existen por tanto,
bibliotecas universales de fragmentacién que pueden ser utilizadas para realizar
identificaciones rapidas y fiables de compuestos desconocidos.

1V.2.1.3.2Capacidad del detector EI-MS para la aplicacion de la calibracién
independiente del compuesto

El detector EI-MS puede considerarse un detector “universal” para compuestos
organicos en GC por su capacidad para detectar cualquier compuesto organico
presente en una muestra. Sin embargo, debido a la especificidad de su respuesta es
necesario el empleo de estandares analiticos especificos y la realizacion de
calibraciones externas para llevar a cabo la cuantificacion de los compuestos
organicos. El nimero de posibles compuestos organicos y sus isomeros aumenta
rapidamente con su peso molecular, y como consecuencia es imposible disponer
de todos los estandares especificos para poder realizar calibraciones externas. A
este tipo de compuestos para los que no existen estandares certificados con bajas
incertidumbres asociadas se les denomina comunmente CLASS (Compounds
Lacking Authentic Standards or Surrogates).
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En los ultimos afios, se ha dedicado un gran esfuerzo en el desarrollo de
ecuaciones predictivas que permitan la cuantificacion de estos compuestos
CLASS mediante GC-EI-MS. A pesar de que seria posible la cuantificacion de
estos compuestos mediante GC-FID, esto conllevaria la pérdida de la capacidad
de elucidacion estructural de la instrumentacion GC-EI-MS, necesaria para la
identificacion de la pureza cromatografica del compuesto de interés. Basandose en
los métodos quimiométricos y ecuaciones predictivas desarrolladas para la
cuantificacion de compuestos CLASS mediante GC-FID, se ha desarrollado una
aproximacion basada en el numero de carbonos efectivo para GC-EI-MS con
resultados prometedores. Esta aproximacion resultd ser una herramienta muy
atractiva para la cuantificacion directa de CLASS en ausencia de estandares
especificos. La diferencia porcentual media encontrada entre el factor de respuesta
experimental y el calculado a traves de la aproximacion desarrollada para una
mezcla de 54 CLASS fue de 19,2 + 16,1% cuando se utilizé un MS de tipo TOF,
y de 28,2 + 27,6% cuando el MS fue de tipo cuadrupolo (Q). Estos resultados se
pueden comparar con los obtenidos a través de anteriores aproximaciones
predictivas basadas tan s6lo en el nimero de atomos de carbono del compuesto.
En este caso, la diferencia porcentual ascendia a 53,4 + 53,3% y de 61,7 + 81,3
para TOF-MS y Q-MS, respectivamente. Por lo tanto, la aproximacion basada en
ECN proporciona un mejor ajuste en la prediccion de los factores de respuesta
[101]. Ademas, la desviacion obtenida empleando la prediccion basada en ECN
disminuye significativamente cuando la comparacion se limit6 a 26 de los 54
compuestos de la mezcla con un nimero de carbonos mayor o igual a 4. En esta
ocasion, los errores relativos fueron de 9,84 + 7,28% (TOF-MS) y de 16,8 +
8,35% (Q-MS).

A pesar de los resultados obtenidos, es bien conocido que la sensibilidad relativa
del GC-EI-MS esta fuertemente comprometida por los efectos combinados del
método de inyeccidn, el tipo de matriz, el pretratamiento de la muestra, y las
propiedades fisico-quimicas de cada compuesto individual. Pequefias variaciones
en los factores de respuesta pueden tener una influencia significativa en el valor
de los ECN calculados y dar lugar a grandes errores en la cuantificacion. Es
necesario por tanto el desarrollo de una extensa base de datos con nuevos tipos de
compuestos organicos, metodos de inyeccion, pretratamientos de muestra y
diferentes tipos de matriz que permitan un estudio mas completo de la sensibilidad
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relativa de la instrumentacion GC-EI-MS para poder extender el campo de
aplicacion de este tipo de aproximaciones predictivas.

1V.2.1.4 Detector de Emision Atomica (AED)

El detector de emision atdmica es un detector relativamente joven en GC, ya que
su comercializacion no se realiz6 hasta 1989. Se caracteriza por proporcionar una
deteccion altamente sensible y selectiva que proporciona informacién especifica
del elemento. Es capaz de detectar 26 elementos, entre ellos el carbono, y esta
considerado un detector universal para compuestos organicos. Este detector
proporciona limites de deteccion en el rango de los pg/s para muchos de los
elementos detectables, una respuesta lineal de 3-5 dérdenes de magnitud y una
selectividad frente al carbono del mismo orden de magnitud.

La respuesta de este detector se basa en la atomizacién de las moléculas del
analito (Figura 32). Los compuestos organicos que eluyen de la columna
cromatografica se introducen en un plasma de He a alta temperatura mantenido
por radiacion microondas. La temperatura del plasma es lo suficientemente alta
para fragmentar todos los compuestos orgéanicos en los atomos que los
constituyen. Estos 4&tomos excitados producen lineas de emision caracteristicas del
elemento. La radiaciéon emitida se colima y se refleja en una red de difraccion,
descomponiéndose en lineas de emision individuales que se recogen en una serie
de fotodiodos capaces de detectar la radiacién emitida en un rango de 170-837
nm. Los fotodiodos pueden medir hasta 4 elementos simultaneamente en un rango
de longitudes de onda de 20-25 nm.

serie de diodos moviles

red de difraccion

Entrada de gas
portador y
reactivo

000 colimador
columna L %

cromatografica _—
00O :
plasma espejo

Figura 32. Esquema del detector de emision atomica (AED) para GC.
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A menudo es necesario adicionar un flujo de gas reactivo, normalmente H; y/o
O,, al flujo del gas plasmdgeno para mejorar la deteccion de algunos elementos.
Entre estos elementos se encuentran el C, S, H, CI, Py Sn.

1V.2.1.4.1Calibracion independiente del compuesto en GC-AED

La capacidad de este sistema de deteccion para obtener resultados cuantitativos
sin patrones ha quedado patente en distintas aplicaciones en analisis de
especiacion y en la determinacion de compuestos organicos con heteroatomos en
su estructura. La eleccion de un elemento distinto al carbono para la
cuantificacion de los compuestos organicos da lugar a una deteccion mas
selectiva, obteniendo cromatogramas mas sencillos en muestras complejas. Sin
embargo, el detector de emision atomica también ha proporcionado una deteccion
universal e independiente del compuesto para compuestos organicos cuando se
detecta carbono.

La aplicacion de la calibracion independiente del compuesto del detector AED
para carbono se ha demostrado para la determinacién de hidrocarburos en mezclas
modelo a partir de la relaciéon carbono-hidrogeno. De esta manera, fue posible la
cuantificacion de los compuestos sin la necesidad de conocer su estructura ni su
férmula molecular, a partir de la siguiente ecuacion:

[39]

1 Ay; A n
Wy = Wy X (1 n H,i IS H,IS>

X X
AWe Aci  Ampgs  Nes

En donde w; y w,s son las concentraciones del compuesto y del patron interno;
Aci, Api Y Ac s, A s SON las areas bajo el pico para el carbono y el hidrogeno en
el compuesto y el patron interno, respectivamente; n¢ ;s Y ny ;s son el nimero de
carbonos e hidrdgenos en el compuesto utilizado como patrén interno; y AW, es
el peso atdbmico del carbono. Para aumentar la sensibilidad de la respuesta del
detector respecto al carbono es necesario adicionar un flujo constante de O, sobre
el gas plasmageno [102]. El flujo de O, necesario para alcanzar una sensibilidad
similar a la del resto de los elementos detectables suele estar optimizada por el
fabricante. Bajo estas condiciones experimentales se observé una fuerte
dependencia entre los factores de respuesta relativos y la concentracion del
compuesto, obteniendo errores cuantitativos de hasta un 30%. Sin embargo,
trabajando en el valor méximo del flujo de O, permitido por el equipo, el error
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cuantitativo disminuyd abruptamente, llegando a obtener una exactitud en la
cuantificacion de tan solo un 6% en el peor de los casos. Sin embargo, esta
exactitud solo fue posible sacrificando la sensibilidad del detector para el carbono,
aumentando en un orden de magnitud respecto al resto de los elementos
detectados.

IV.2.1.5 Comparacion critica

Como hemos visto, existen diferentes estrategias para llevar a cabo la calibracion
independiente del compuesto para Carbono en detectores considerados universales
para compuestos organicos en GC.

La respuesta de los detectores moleculares ha mostrado una alta proporcionalidad
con el nimero de atomos de carbono del compuesto. Sin embargo, la presencia de
diferentes grupos funcionales y heterodtomos provocan variaciones en los factores
de respuesta relativos observados. Por lo tanto, es necesario el empleo del nimero
de carbonos efectivo o la determinacion de ecuaciones predictivas basadas en
diferentes descriptores moleculares para llevar a cabo la calibracion independiente
del compuesto.

Las aproximaciones predictivas basadas en el ECN mediante EI-MS son ain muy
tempranas para poder medir el grado de aplicabilidad. Sin embargo, se puede
considerar un procedimiento semicuantitativo para compuestos CLASS en
muestras medioambientales.

Por otro lado, la CIC ha sido una estrategia de calibracion muy estudiada en GC-
FID. El interés por encontrar un detector universal, absoluto y cuantitativo para
cromatografia de gases aumento el esfuerzo por comprender el mecanismo de este
detector. Estos estudios corroboraron la existencia de un gran namero de variables
que afectaban a los factores de respuesta relativos, dando lugar a la pérdida de
exactitud cuando se empleaba el ECN para predecir los factores de respuesta.
Desafortunadamente, esta pérdida de exactitud impidio la extensién de este
procedimiento de cuantificacion sin estandares especificos. Sin embargo, bajo
ciertas circunstancias esta aproximacion ha ofrecido resultados altamente
satisfactorios en términos de exactitud. Se conoce que la respuesta del detector
FID es maxima y estable para los hidrocarburos alifaticos. En este caso, las Unicas
variables que pueden afectar a los factores de respuesta relativos son la posible
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discriminacion de los compuestos en el inyector, los efectos de matriz durante la
etapa de hidrogenolisis y oxidacion en la llama, y los cambios de sensibilidad
instrumental durante el andlisis. Por lo tanto, una muestra sencilla con
hidrocarburos alifaticos en un rango préximo de puntos de ebullicion, o bien el
empleo de un modo de inyeccion que no dé lugar a la discriminacion de los
compuestos, se podria cuantificar de manera exacta y precisa empleando la CIC.
Del mismo modo, la eleccidn de un patron interno genérico que posea las mismas
caracteristicas estructurales que los analitos puede dar lugar a una CIC con bajos
errores cuantitativos. Por lo tanto, la posibilidad de una CIC en GC-FID que
ofrezca buenos resultados cuantitativos dependera de la naturaleza de la muestra 'y
de las condiciones del analisis. Ademas, una ventaja que ofrece este detector para
la CIC es su amplio rango lineal. Como se puede observar en la Tabla 10, el
detector FID es el que posee el mayor rango lineal de los detectores universales
estudiados. Este amplio rango lineal del detector FID permitird llevar a cabo la
CIC para la cuantificacion de compuestos organicos mayoritarios y minoritarios
en un mismo andlisis con una diferencia en la concentracion de hasta 7 6rdenes de
magnitud.

El detector elemental AED ha proporcionado una sensibilidad universal
independiente del compuesto para compuestos organicos a través de la relacion
carbono-hidrégeno. Sin embargo, la respuesta independiente del compuesto es
fuertemente dependiente de las condiciones de trabajo. Se observé una gran
variabilidad en los factores de respuesta relativos respecto a la concentracion,
dando lugar a grandes errores cuantitativos. Es por ello por lo que el rango lineal
de este detector para la deteccion de carbono es tan solo de dos oOrdenes de
magnitud. La optimizacion del flujo de gas reactivo es imprescindible para
obtener una buena exactitud y precision en los resultados. Sin embargo, bajo el
flujo optimo del gas reactivo, los limites de deteccion disminuyen hasta en un
orden de magnitud. La gran ventaja de este procedimiento es la posibilidad de
cuantificar compuestos organicos puros para los que no se conoce su estructura a
través de la relacién carbono-hidrégeno. Por lo tanto, no es necesario una
identificacion previa de los compuestos antes del analisis cuantitativo mientras
exista una buena resolucion cromatogréafica.

En la Tabla 10 también se ha incluido el procedimiento de la Dilucién Isotdpica
en linea de carbono por su caracter universal y genérico. La respuesta de este
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detector tan solo depende del nimero de atomos de carbono del analito y del
patron interno, independientemente de su naturaleza. Al contrario que los
detectores FID y EI-MS, con el detector GC-Combustion-MS no es necesario
determinar el ECN ya que todos los atomos de carbono de los diferentes
compuestos analizados se transforman en CO, antes de ser detectados, de manera
gue no se requiere ninguna correccion para los diferentes grupos funcionales. Por
lo tanto, su sensibilidad es verdaderamente independiente del compuesto,
haciendo posible la CIC de manera directa con excelentes resultados en términos
de exactitud y precision.

Tabla 10. Caracteristicas analiticas de los detectores universales para
compuestos organicos en GC cuando se emplea la CIC para el carbono.

Especie LD Rango cic
detectada (g C/s) lineal
FID CHO" 1010 10’ ECN
Patron de 10" 6
EI-MS L . 10 ECN
fragmentacién Barrido completo
AED C/H 10 10°  relacién C/H
IDMS de C en linea Cco," 102 10° directo

En términos de sensibilidad, los limites de deteccion estan en el rango bajo de los
pg/s, un valor muy similar a los encontrados en FID, AED y EIMS en modo de
barrido completo. En comparacién con el detector AED, la respuesta es
independiente de las condiciones de trabajo siempre y cuando esté asegurada la
oxidacion cuantitativa de los compuestos en el reactor de oxidacion. La mayor
limitacion del detector IDMS en linea de carbono respecto al resto de detectores
moleculares se encuentra en su estrecho rango lineal. Los principales motivos
estan relacionados con la saturacion del detector (copas de Faraday), la eficacia de
la reacciéon de combustién, y la pérdida de precisiébn. Como consecuencia, este
estrecho rango lineal impide la cuantificacion genérica de compuestos que estén
presentes en una muestra en un rango muy distinto de concentracion, en un solo
analisis. Por otro lado, debido a la introduccién del flujo de trazador, este detector
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es el Unico que corrige posibles cambios de sensibilidad instrumental durante el
analisis y efectos de matriz durante la formacion de la especie detectada. Todo
parece indicar que este nuevo detector estd muy cerca de convertirse en el primer
detector universal y genérico para compuestos organicos en GC.

Por ultimo, todos los detectores geneéricos para GC deben cumplir una serie de
caracteristicas comunes para poder obtener resultados cuantitativos exactos. En
primer lugar, es imprescindible una separacion cromatogréafica completa de los
analitos de la muestra. La coelucion de los compuestos en un solo pico
cromatografico no permitird la cuantificacion individual de los compuestos.
Debido al caracter genérico de los detectores todos los compuestos que contengan
carbono serén detectados, por lo que la aplicacion de la CIC no es adecuada para
muestras complejas. En la actualidad existen recursos que pueden mejorar la
separacion de los analitos, como por ejemplo la cromatografia bidimensional. Por
otro lado, es necesario poder realizar una inyeccién directa de la muestra en el
sistema, sin tratamientos previos o procesos de preconcentracion que puedan dar
lugar a pérdidas selectivas de los analitos. Por lo tanto, muestras
medioambientales o clinicas, que hacen uso de extensos protocolos de preparacién
de muestra para extraer y preconcentrar los analitos de la muestra, no podran ser
cuantificadas utilizando este tipo de estrategias. Ademas, la transmision de los
analitos durante la etapa de inyeccién debe ser cuantitativa. Por lo tanto, es
necesario una buena optimizacion de esta etapa si se quieren conseguir resultados
de calidad. Algunas de estas limitaciones impiden el uso de la CIC de los
detectores genéricos en aplicaciones concretas. Sin embargo, son de gran utilidad
siempre y cuando las muestras cumplan con los requisitos necesarios para su
aplicacion.

IV.2.2 DETERMINACION DE ESTERES METILICOS DE ACIDOS
GRASOS EN BIODIESEL: NECESIDAD DE NUEVAS
METODOLOGIAS DE ANALISIS

1V.2.2.1 Biodiesel: marco global y normativa vigente

La inestabilidad del mercado del petréleo, su disponibilidad limitada y
principalmente, el serio impacto medioambiental de los combustibles fosiles, han
estimulado el estudio de combustibles alternativos, sostenibles, renovables, y no
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contaminantes que permitan el reemplazamiento de los combustibles fosiles
convencionales.

El biodiesel, definido por la ASTM (American Society for Testing and Materials)
como el combustible formado por la mezcla de monoalquil ésteres de acidos
grasos de cadena larga, derivados de aceites vegetales y grasas animales, se ha
convertido en la mejor alternativa para el reemplazamiento de los combustibles
utilizados en motores diésel, debido principalmente a sus propiedades fisicas
similares [103].

La introduccién y comercializacion del biodiesel en el mercado ha estado
acompanado del desarrollo de normas internacionales, necesarias para armonizar
las metodologias de analisis y los parametros técnicos de los productos y servicios
proporcionados. El seguimiento de estas normas asegura la alta calidad del
producto final, ofreciendo asi una mayor transparencia, fiabilidad e idoneidad de
los procesos de produccidn, distribucion y almacenamiento. Sin embargo, para
poder garantizar una cadena de trazabilidad ininterrumpida al Sistema
Internacional de unidades, que permita asegurar la calidad del producto a largo
plazo, es necesario el desarrollo de materiales de referencia certificados y
metodologias analiticas que ofrezcan resultados de alta calidad metroldgica.

La Directiva de Energia Renovable de la Unién Europea 2009/28/EC representa
una nueva fuerza motriz para el desarrollo de una infraestructura metrolédgica para
biocombustibles. Los proyectos de investigacion asociados (JRP) a esta directiva
deberian desarrollar la infraestructura metroldgica necesaria para determinar las
caracteristicas fisicas y quimicas de los biocombustibles, asi como el origen
biologico y geografico de los mismos. Con este objetivo, nacié en 2009 el
proyecto europeo JRP-ENGO9 “Metrology for Biofuels” organizado por la
Asociacion Europea de Institutos de Metrologia Nacional (EUROMET), con
fecha de finalizacion en 2020. Existe, por tanto, un largo camino para establecer
con buen criterio los parametros fisico-quimicos que afectan a la calidad de un
biodiesel, asi como las metodologias de andlisis adecuadas para obtener resultados
fiables y trazables a través de materiales de referencia certificados.

La Norma Europea EN 14214 es la que actualmente establece los valores limite
de los diferentes parametros fisico-quimicos de un biodiesel, asi como sus
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metodologias de andlisis. Esta Norma esta basada en la Norma Americana ASTM
D 6751. En la Tabla 11 se muestran las especificaciones que debe cumplir un
biodiesel para su comercializacion como combustible para motores diésel, asi
como las Normas individuales para cada parametro concreto.

Tabla 11. Especificaciones para biodiesel de acuerdo a la Norma EN 14214.

Parametro Unidades Limites Norma
Contenido en ésteres % (m/m) 96,5 min EN 14103
Metiléster linoleico % (m/m) 12 max EN 14103
Metilésteres poliinsaturados > 4 % (m/m) 1 max -
Densidad a 15°C kg/m® 860-900 EN 1SO 3675
Viscosidad a 40°C mm?/s 3,5-5 EN 1SO 3104
Punto de inflamacion °C 120 EN ISO 3679
Contenido en azufre ma/kg 10,0 max EN ISO 20864
Residuo carbonoso % (m/m) 0,30 max EN 1SO 10370
NUmero de cetanos - 51 EN ISO 5165
Contenido en cenizas de sulfatos % (m/m) 0,02 max 1ISO 3987
Contenido en agua mg/kg 500 max EN ISO 12937
Contaminacion total mg/kg 24 max EN 12662
Corrosion en lamina de cobre - 1 EN 1SO 2160
Estabilidad a la oxidacion horas 6 min EN 14112
Valor &cido mg KOH/g muestras 0,50 max EN 14104
indice de iodo g 1/100 g muestra 120 max EN 14111
Contenido en metanol % (m/m) 0,20 max EN 14110
Contenido en monoglicéridos % (m/m) 0,80 max EN 14105
Contenido en diglicéridos % (m/m) 0,20 max EN 14105
Contenido en triglicéridos % (m/m) 0,20 max EN 14105
Glicerina libre % (m/m) 0,02 max EN 14105
Glicerina total % (m/m) 0,25 max EN 14105
Metales grupo | (Na + K) mg/kg 5,0 max EN 14108
Metales grupo Il (Ca + Mg) mg/Kg 5,0 max prEN14538
Contenido en fdsforo ma/kg 10 max EN 14107
Temperatura de destilacion °C - EN 116

Las Normas actualmente establecidas por la que se rige la calidad de un biodiesel
son adaptaciones de las Normas empleadas para combustibles diésel, debido
principalmente a sus propiedades fisicas similares. Sin embargo, los diferentes
métodos de obtencion entre un combustible diésel y un biodiesel dan lugar a
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diferentes impurezas presentes en el producto final. Estas impurezas son en parte
responsables de la calidad del combustible. Es necesario, por tanto, conocer con
exactitud cuales son los parametros que verdaderamente afectan a las propiedades
de un biodiesel para su empleo como combustible, ya que tanto estos parametros
como sus valores limite pueden diferir significativamente de las de un
combustible diésel. Ademas, serdn necesarios materiales de referencia certificados
para la determinacion de las nuevas impurezas encontradas. Por otro lado, los
compuestos mayoritarios de un diésel y un biodiesel, a pesar de ofrecer el alto
poder energético que los caracteriza, poseen estructuras quimicas diferentes, y el
uso de metodologias de analisis adaptadas puede dar lugar a resultados erroneos o
de baja exactitud. Por lo tanto, es necesario el desarrollo de nuevas metodologias
de analisis que permitan caracterizar un biodiesel de manera exacta y fiable.

1V.2.2.2 Importancia de la determinacion de FAMESs en biodiesel

Los ésteres metilicos de &cidos grasos son los principales componentes de un
biodiesel y son los responsables directos de su alto poder calorifico, necesario
para su empleo como combustible en motores diésel [104].

La transesterificacion ha sido el proceso mas ampliamente estudiado y empleado
para la obtencién de biodiesel. A través de este proceso, los triglicéridos -
componentes mayoritarios de aceites y grasas - reaccionan con alcoholes de
cadena corta en presencia de un catalizador (normalmente alcalino) para
transformarse en monolaquil ésteres de acidos grasos, tal y como se ilustra en la
Figura 33. El alcohol mas cominmente utilizado en los procesos industriales de
transesterificacion es el metanol y por ello, el biodiesel también se ha definido
como el combustible formado por la mezcla de ésteres metilicos de acidos grasos
(FAMES) derivados de aceites vegetales y grasas animales. Este proceso da lugar
a dos productos mayoritarios: el biodiesel y la glicerina, tambien conocida como
glicerol. Ambos productos son miscibles. Sin embargo, la ligera diferencia
existente en la densidad de ambos productos permite una separacién sencilla a
través de un simple proceso de centrifugacion.

1VV.2.2.2.1Determinacion del origen del biodiesel

En la actualidad, las materias primas predominantes en la produccion de biodiesel
son las semillas oleaginosas de soja, colza y palma. Sin embargo, existe una
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amplia variedad de aceites vegetales a partir de los cuales es posible obtener
biodiesel [105][106]. Entre los mas comunes se encuentran el aceite de coco,
canola, girasol, maiz, jatropa y camelina. Las grasas animales y los aceites
reciclados de uso doméstico también representan un mercado significativo para la
produccion de biodiesel en algunas regiones. Sin embargo, la escala de
produccion respecto a los aceites vegetales es mucho menor. Por otro lado, en los
ultimos afios ha existido un especial interés por el desarrollo y empleo de lipidos
de algas como materias primas para la produccion de biodiesel [107]. De todos los
organismos fotosintéticos, las microalgas son los organismos mas productores de
lipidos debido a las grandes cantidades de CO, que pueden fijar por unidad de
area. ElI empleo de microalgas para la produccion de biodiesel esta ofreciendo
muy buenos resultados con propiedades caracteristicas Gnicas que mejoran las
propiedades fisico-quimicas del biodiesel para su uso como combustible.

MONOALQUIL ESTER

R*-0-CO-R
CH,-0-CO-R, \) CH,-0-CO-R,
CH-O-CO-R, + R*-OH CH-0-CO-R,  DIGLICERIDO
| catalizador |
CH,-0-CO-R, CH,-OH
TRIGLICERIDO
+
R* - OH
R*-0-CO-R,
MONOALQUIL ESTER
pr———— .. MONOALQUIL ESTER
 GLICERINA
R*-0-CO-R,
CHz'OH v (iHZ_OH
| * _0-CO-R, MONOGLICERIDO
CH-OH R*-OH + CIHOCO R,
CH,yOH CH,-OH
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Figura 33. Esquema del proceso de transesterificacion normalmente empleado para la
obtencidn de biodiesel.

Aunque el biodiesel producido por la transesterificacion de triglicéridos contiene
numerosas especies de FAMEs individuales, generalmente esta dominado por un
namero limitado de compuestos. En la Tabla 12 se halla una lista de los FAMEs
mas cominmente encontrados en un biodiesel, independientemente de cual sea su
origen. Con el fin de nombrar los FAMEs de una manera més intuitiva existe una
sencilla nomenclatura para referirse a estos compuestos. Este convenio consiste en
el simbolo quimico del carbono precedido de dos nimeros separados por el signo
de puntuacién de dos puntos. EI primer nimero se refiere al nimero de atomos de
carbono procedentes del &cido graso original, y el segundo al nimero de dobles
enlaces carbono-carbono presentes en dicha cadena. Esta nomenclatura no tiene
en cuenta el nimero de carbonos del alcohol utilizado en el proceso de
transesterificacion con el objetivo de relacionar rapidamente los &cidos grasos del
aceite original con los FAMEs del biodiesel.

Tabla 12. Nombre comdn, nomenclatura, férmula molecular y peso molecular de
los FAMEs tipicamente encontrados en un biodiesel (aparecen resaltados en gris
los FAMEs predominantes).

Nombre com(in Nomenclatura Férmula molecular Peso molecular
Laureato de metilo C12:0 C13H20, 214,34
Miristato de metilo C14:0 Ci5H300, 242,40
Miristoleato de metilo Cl4:1 Ci5H250, 240,39
Palmitato de metilo C16:0 C17H340, 270,45
Palmitoleato de metilo Cl6:1 Cy7H3,0, 268,43
Estearato de metilo C18:0 C1oH350, 298,50
Oleato de metilo C18:1 Ci9H360, 296,49
Linoleato de metilo C18:2 Ci9H3.0, 294 47
Linolenato de metilo C18:3 C19H3,0, 292,46
Araquidato de metilo C20:0 C,1H40, 326,56
Gondoato de metilo C20:1 C,1H400, 324,54
Behenato de metilo C22:0 Cy3H460- 354,61
Erucato de metilo Cc22:1 Cy3H440, 352,59
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La composicion de los FAMEs derivados de la mayoria de los aceites vegetales y
grasas animales estd basicamente dominada por cinco FAMEs: palmitato de
metilo (C16:0), estearato de metilo (C18:0), oleato de metilo (C18:1), linoleato de
metilo (C18:2) y linolenato de metilo (C18:3). Los FAMEs predominantes en la
composicion de la mayoria de los biodiesel son los C18. Sin embargo, algunas
composiciones estan dominadas por otros FAMEs mas ligeros. Por ejemplo, el
biodiesel de coco y el biodiesel de palma, estdn dominados por los FAMEs C12:0
y C16:0, respectivamente. Por otra parte, algunos lipidos derivados de microalgas
poseen un perfil composicional similar al de la mayoria de los aceites vegetales y
animales. Sin embargo, existe un gran nimero de microalgas mas diversas en su
composicion, donde los FAMEs C10:0, C14:0 y C16:0 son los que dan lugar a su
perfil composicional caracteristico.

Dentro de los biocombustibles dominados por los FAMEs C18, la cantidad
relativa de los compuestos saturados (C18:0), monoinsaturados (C18:1) y
diinsaturados (C18:2) varian considerablemente. Por ejemplo, la colza y la canola
estan dominados por el FAME C18:1, el maiz y el girasol por el FAME C18:2, y
la jatropa se caracteriza por tener una composicion muy similar en ambos
FAMEs. En la Figura 34 se muestra la composicién de los tres tipos de biodiesel
de origen vegetal mas cominmente comercializados: soja (USA), colza (Europa),
y palma (Asia). Los datos utilizados para la realizacion de esta figura fueron los
obtenidos por Hoekman y col. tras una extensa revision bibliografica en la
caracterizacion de biodiesel. La alta incertidumbre asociada a la concentracion de
cada FAME individual se debe principalmente a la amplia variedad de
metodologias utilizadas para la determinacion de FAMESs. Sin embargo, existen
otras fuentes de incertidumbre asociadas. El proceso de obtencion del biodiesel, el
origen geografico de las materias primas, y los procesos de distribucion y
almacenamiento tienen también una influencia significativa en la diferente
composicion encontrada para biocombustibles con el mismo origen biolégico.

La cuantificacion exacta de los FAMEs de un biodiesel podria ser una primera
herramienta de discriminacion del biodiesel segun su origen bioldgico. El
biodiesel obtenido de grasas animales se puede diferenciar del resto por la
presencia del FAME C17:0, que aunque no se considera uno de los compuestos
mayoritarios del biodiesel, se encuentra presente de manera significativa. Por otro
lado, el biodiesel obtenido por la transesterificacion de los lipidos presentes en la
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mayoria de las microalgas da lugar a un perfil caracteristico que permite su
diferenciacion. Por lo tanto, se podria realizar una clasificacion de los diferentes
tipos de biodiesel segun su origen vegetal, animal o microbioldgico, conociendo
la concentracion individual de los FAMEs que lo constituyen. Dentro de un
mismo origen bioldgico, también es posible la diferenciacion de los diferentes
tipos de biodiesel dependiendo de las diferentes materias primas utilizadas. Como
se puede observar en la Figura 34, existe una clara diferencia en la composicion
de los FAMEs mayoritarios presentes en los biodiesel basados en soja, colza y
palma, por lo que su discriminacion seria posible. Sin embargo, el empleo de otras
semillas oleaginosas para la produccion de biodiesel pueden dar lugar a perfiles
composicionales muy parecidos a los presentados en la Figura 34. Este es el caso
de los perfiles obtenidos para la colza y la canola (Figura 35). En estos casos, la
cuantificacion de los FAMEs mayoritarios que da lugar al perfil composicional
caracteristico del biodiesel no tendria el poder de discriminacion deseado.

Un problema asociado a los procesos de distribucion y almacenamiento del
biodiesel es la baja estabilidad oxidativa y el caracter higroscopico que presenta.
Estas caracteristicas pueden dar lugar a variaciones en la composicion del
biodiesel que deben ser tenidas en cuenta antes de su empleo en motores diésel.
Estos cambios en la composicion del biodiesel pueden dar lugar a confusion
cuando se requiere de una discriminacién por su origen. Sin embargo, la
cuantificacion de los FAMEs predominantes antes y después de su distribucién y
almacenamiento podria ser un parametro que defina la calidad de tales procesos.
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Perfil del biodiesel basado en soja, colza y palma segln la composicion de
sus FAMEs mayoritarios.
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Perfil del biodiesel basado en colza y canola a partir de la composicion de
sus FAMEs mayoritarios.
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1V.2.2.2.2Determinacion de las propiedades fisico-quimicas

La composicion en FAMEs del biodiesel tiene un espectacular efecto en sus
propiedades fisico-quimicas. Pequefios cambios en su composicién tienen un gran
impacto, deseable o indeseable, en sus propiedades.

Algunas de las propiedades mas relevantes para considerar a un biodiesel
candidato para ser utilizado como combustible en motores diésel estan
directamente relacionadas con la longitud de la cadena carbonada de los FAMEs y
con el grado de insaturacion de los mismos. Tal es su dependencia que se han
desarrollado formulas matemaéticas en las que conociendo la concentracion y la
estructura molecular de cada FAME presente en la muestra de biodiesel, es
posible la determinacion de las propiedades fisico-quimicas del mismo, sin hacer
uso de los procedimientos habituales empleados en las Normas por las que se rige
la calidad del biodiesel.

Estabilidad oxidativa

La estabilidad oxidativa de un biodiesel estd relacionada con el grado de
insaturacion de los FAMEs que lo constituyen. La presencia de dobles enlaces
implica una mayor reactividad con el O,, especialmente cuando esta en contacto
con el aire o con el agua. Los productos primarios de la oxidacion de los FAMESs
insaturados son hidroperoxidos alilicos inestables que se descomponen facilmente
en una amplia variedad de productos de oxidacion secundarios. A medida que un
biodiesel se oxida, se originan una serie de cambios en sus propiedades: el indice
de acidez y la viscosidad aumentan, mientras que el indice de iodo y el contenido
en FAMEs disminuye. Estos cambios dan lugar a una disminucion en la calidad
del biodiesel, convirtiendo a la oxidacion en un fendmeno de gran importancia en
lo concerniente a la calidad del biodiesel.

Debido a la rica composicion de FAMEs mono- y poliinsaturados en la mayoria
de los biodiesel, su estabilidad oxidativa suele ser menor que la recomendada por
la legislacion. Conociendo el grado de insaturacién de un biodiesel dado es
posible hacer una estimacion aproximada de su estabilidad oxidativa. Para
calcular el grado de insaturaciébn de un biodiesel es necesario conocer la
composicion y estructura de los FAMES mono- y poliinsaturados del mismo. Una
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vez calculada la concentracion de los FAMEs de la mezcla es posible conocer el
grado de insaturacion (DU) a través de la ecuacion [40].

DU = MUFA+2x DUFA+ -+ +nxnUFA [40]

En donde MFUA y DUFA es la concentracion expresada en procentaje en peso de
los FAMEs monoinsaturados Yy diinsaturados presentes en el diésel,
respectivamente; n se refiere al nimero maximo de insaturaciones presentes en los
FAMEs; y nUFA a la concentracién de los FAMESs insaturados con n numero de
insaturaciones. Un grado de insaturacion por encima de 100, normalmente da
lugar a una baja estabilidad oxidativa del biodiesel. El grado de insaturacién
calculado a partir de los datos registrados en la literatura para los biodiesel
representativos de la produccion mundial, basados en soja, colza y palma, fue de
149, 128 y 61, respectivamente. Estos datos indican que tan sélo el biodiesel de
palma posee la estabilidad oxidativa requerida para su comercializacién, debido a
su alto contenido en los FAMEs saturados C14:0 y C16:0. Por lo tanto, en la
mayoria de los casos es necesario adicionar un antioxidante capaz de reaccionar
con el O, méas rapidamente que los FAMEs insaturados constituyentes del
biodiesel.

El indice de yodo (IV) es un parametro que esta intimamente relacionado con el
grado de insaturacion total del biodiesel y por lo tanto, con la estabilidad oxidativa
del mismo. Ademas, este pardmetro, a diferencia del grado de insaturacion, es uno
de los parametros presentes en la Norma EN 14214 por la que se rige la calidad
del biodiesel, con un valor maximo de 120 g 1/100 g muestra. La Norma empleada
para la determinacion del indice de iodo es la Norma EN 14111. La determinacion
de este parametro se realiza a través de una valoracion redox con tiosulfato
potasico, donde se calculan los gramos de iodo que se consumen por cada 100 g
de biodiesel. Sin embargo, también es posible su determinacién a partir de la
concentracion de los acidos grasos insaturados presentes en el biodiesel a partir de
la ecuacion [41].

(254 xFx D)
v = ZW [41]

En donde F, D y MW se refieren a la concentracion, nimero de dobles enlaces, y
peso molecular de cada FAME presente en la muestra de biodiesel. Los valores
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del indice de iodo calculados para el biodiesel de soja, colza y palma fueron
respectivamente de 128, 110 y 53 g 1/100 g de biodiesel. Tan solo el biodiesel de
soja esta fuera de las especificaciones de la norma.

Por ultimo, la gran mayoria de los biodiesel basados en microalgas poseen un
indice de iodo por debajo de 60 g 1/100 g de biodiesel, debido a su bajo contenido
en &cidos grasos insaturados en un perfil mucho mas variado. Por lo tanto, el
empleo de microalgas para la obtencidn de biodiesel es una muy buena alternativa
para la produccion de un biodiesel con una alta estabilidad oxidativa.

NUmero de cetanos

El nimero de cetanos (CN) esta considerado un parametro importante para la
evaluacion de las propiedades del biodiesel. Este parametro sin dimensiones esta
relacionado con el tiempo de ignicion tras la inyeccidén del combustible en la
camara de combustion de un motor diésel. EI niUmero de cetanos es inversamente
proporcional al tiempo de ignicién y esta relacionado con el grado de sustitucion
de la cadena carbonada de los principales compuestos de un combustible. Las
largas cadenas lineales no sustituidas de los FAMEs presentes en un biodiesel,
qguimicamente similares a los n-alcanos de los combustibles diésel
convencionales, explica la razén del empleo del biodiesel como combustible.

El nimero de cetanos de los ésteres grasos aumenta con el grado de saturacién de
las cadenas carbonadas. Por lo tanto, cuanto mayor sea la concentracion de los
FAMEs saturados de un biodiesel, mayor sera su nimero de cetanos. En general,
el biodiesel no requiere aditivos para aumentar el CN a pesar del caracteristico
grado de insaturacion de los FAMEs que lo constituyen. Generalmente, el
biodiesel alcanza el valor minimo establecido en las especificaciones técnicas
internacionales. Una excepcion puede ser el biodiesel basado en soja. Este
biodiesel no alcanza el minimo de 51 dictado por la Norma EN 14214. Sin
embargo, normalmente llega al minimo de 47 recomendado por la Norma
americana ASTM D 6757.

La determinacion del numero de cetanos de un combustible se realiza por la
comparacion del retardo en la ignicion en un motor de prueba con una mezcla de
dos compuestos de referencia: el hexadecano y el heptametilnonano, segin dicta
la Norma EN 14214. Sin embargo, también es posible su determinacion a partir de
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la concentracion de los FAMEs insaturados de un biodiesel aplicando la ecuacion
[42].

o = | 163 5458 0.225 (254xFxD
= | t63 560xF_(’ xz MW ) [42]

LMW

En donde F, D y MW se refieren a la concentracion, nimero de dobles enlaces, y
peso molecular de cada FAME presente en la muestra de biodiesel. EI nimero de
cetanos calculado para el biodiesel de soja, colza y palma fue de 52, 54 y 91,
respectivamente. Todos ellos estan dentro de las especificaciones de la Norma EN
14214. Sin embargo, el biodiesel de palma, debido a su alto grado de saturacién
ofrece unas caracteristicas de ignicion muy similares a las de cualquier
combustible diésel convencional.

Viscosidad cinematica

La viscosidad cinematica es una de las propiedades que mas afecta al empleo del
biodiesel como combustible debido a la alta dependencia de la combustion de los
motores diésel con la viscosidad del combustible.

La determinacion de este parametro se realiza segin la Norma EN 1SO 3104 tal y
como se especifica en la Norma EN 14212. Para ello, es necesario medir el tiempo
que tarda un volumen fijo de combustible en fluir, bajo la accion de la gravedad,
a través del tubo capilar de un viscosimetro calibrado a una temperatura
cuidadosamente controlada. La viscosidad cinematica se calcula simplemente
multiplicando el tiempo determinado por la constante de calibracion del
viscosimetro. El rango de la viscosidad cinematica especificado en la Norma es de
3,5-5 mm?/s.

El grado de viscosidad de un biodiesel aumenta con la longitud de la cadena y con
el grado de saturacién de los FAMEs que lo constituyen. Por lo tanto, de nuevo es
posible la determinacion de este pardmetro a través del perfil composicional del
biodiesel a través de la ecuacion [43].

Inp= Z Yilny [43]
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En donde p es la viscosidad cinematica del biodiesel, y; es la fraccion en masa de
cada FAME constituyente del biodiesel, y p; es la viscosidad cinematica
individual de cada FAME. y; se calcula a partir del peso molecular en el caso de
los FAMEs saturados (ecuacion [44]), mientras que para los FAMES insaturados
se observo una fuerte correlacion con el numero de dobles enlaces (ecuacion

[45]).
Wear = (1,05E — 04) x MW? — 0,0242 x MW + 2,15 [44]
Wins = 0,153 x D2 — 1,15 x D + 4,73 [45]

El valor de la viscosidad cinematica para el biodiesel de soja, colza y palma
calculado a partir de las ecuaciones 16, 17 y 18 es de 3,20, 3,25 y 3,38 mm?/s,
respectivamente. Segun la Norma europea ninguno de los biodiesel entraria dentro
de las especificaciones marcadas. Sin embargo, el rango para la viscosidad
cinematica es mucho mas amplio para la Norma americana (1,9-6 mm?/s). En este
caso, los tres biodiesel cumplirian con la viscosidad deseada para su empleo en
motores diésel.

Idoneidad de un biodiesel para su utilizacion en motores diésel

El biodiesel puro como combustible para motores diésel presenta todavia algunas
limitaciones. Su baja estabilidad oxidativa y la aparicion de sélidos a bajas
temperaturas (propiedades de flujo en frio) impide su empleo en su forma mas
pura. Es por ello por lo que se suele utilizar mezclado con destilados del petroleo.
Estas mezclas se definen con la abreviatura BX, donde X se refiere al porcentaje
en volumen del biodiesel en la mezcla. La mezcla mas ampliamente utilizada se
conoce como B20, mientras que el biodiesel puro se designa como B100.

Con el objetivo de hallar el biodiesel que proporcione las mejores caracteristicas
para ser utilizado como combustible, se han realizado algunos estudios basados en
las propiedades de flujo en frio y en su estabilidad oxidativa. Se llegd a un
consenso para la composicion 6ptima de FAMEs en el biodiesel. Un biodiesel
debe contener niveles relativamente bajos de FAMEs saturados para reducir los
problemas de flujo en frio; niveles bajos de FAMEs poliinstarurados con el
objetivo de minimizar la inestabildad oxidativa; y altos niveles de FAMEs
monoinsaturados. Los FAMEs C16:1 y C18:1 proporcionan el mejor compromiso

-168-



Resultados y discusion

entre la estabilidad oxidativa y las propiedades de flujo en frio sin reducir
excesivamente el nimero de cetanos. En la actualidad, se esté invirtiendo mucho
esfuerzo en la modificacién genética de la composicion natural de los FAMEs en
aceites vegetales para aumentar su capacidad como combustible, y la gran
mayoria de los trabajos estan enfocados en semillas de soja, con el objetivo de
aumentar el contenido en el FAME C18:1 y disminuir el contenido en C18:2 y
C18:3. De ahi que sea tan importante la cuantificacion exacta de los diferentes
FAMEs presentes.

1VV.2.2.3 Determinacion de FAMEs en biodiesel B100

1V.2.2.3.1Normativa vigente: EN 14103

La Norma europea EN 14103 titulada “Productos derivados de grasas y aceites.
Esteres Metilicos de Acidos Grasos. Determinacion de los contenidos de éster y
de éster metilico del acido linolénico” fue aprobada en el afio 2003 por el Comité
Europeo de Normalizacion.

El objetivo de dicha Norma es determinar el contenido de los ésteres metilicos de
acidos grasos presentes en un biodiesel destinado al uso como biocombustible
puro, 0 como componente de una mezcla para su uso en calefaccién o
combustibles diésel. El contenido total de FAMEs en un biodiesel de estas
caracteristicas debe ser mayor al 96,5% en masa, mientras que el contenido del
FAME C18:3 no debe superar el 12%.

La metodologia propuesta en la Norma emplea la cromatografia de gases como
técnica de separacion, acoplada a un detector FID. La GC ha sido la técnica por
excelencia para la separacion de FAMESs en biocombustibles puros, y las fases
estacionarias basadas en polietilenglicol han permito resolver los principales
isbmeros posicionales de los FAMEs de un biodiesel. La eleccién FID como
detector se debe a su respuesta “independiente” del compuesto, que permite una
cuantificacion rapida y directa de los FAMEs sin la necesidad de estandares
especificos ni la realizacion de calibraciones externas. El patrén interno utilizado
para la cuantificacion es el heptadecanoato de metilo (C17:0).

El contenido de éster, C, expresado como fraccion de masa en tanto por ciento, se
calcula empleando la ecuacion [44].
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_ XA) — Agg X Crs x Vs
m

C
Aps

x 100 [46]
En donde ), A es el area total de los picos desde el éster metilico C14:0 hasta el
C24:0; A;s es el area del pico correspondiente al patron interno, C;s es la
concentracion del patron interno utilizada en mg/mL; V;s es el volumen en mL de
la disolucion de patron interno afiadido a la muestra; y m es la masa de la muestra
en mg.

El contenido del éster metilico del acido linolénicoico (C18:3), L, expresado en
las mismas unidades, se calcula a través de la ecuacion [47].

L x 100 [47]

_ L

QA — A
En donde A, es el area del pico correspondiente al éster metilico del &cido
linolénico.

Esta metodologia es apropiada para los FAMEs C14:0-C24:0, debido
principalmente al programa cromatografico empleado para la separacién. Esta
separacion se lleva a cabo a una temperatura isotérmica de 200°C vy la
introduccién de la muestra en el sistema se realiza a través de un inyector
convencional split/splitless a 250°C.

Limitaciones de la Norma EN 14103:2003

Desde el punto de vista de la exactitud, la metodologia de analisis utilizada en la
Norma EN 14103:2003 no es la mas adecuada para la determinacién del
contenido de FAMESs en un biodiesel derivado de grasas y aceites. Esta norma
deberia permitir la determinacion del contenido total de FAMESs en cualquier tipo
de biodiesel, independientemente de las materias primas utilizadas para su
obtencion. Sin embargo, existen ciertas limitaciones en la Norma que deberian ser
corregidas.

En primer lugar, la temperatura isotérmica elegida para la elucion de los FAMEs
tan solo permite determinar los FAMEs C14:0-C24:0. Sin embargo, el perfil
composicional de un biodiesel contiene otros FAMEs que no son tenidos en
cuenta. En la Tabla 13 se muestra la composicién de los FAMEs individuales,
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expresada como fraccion de masa en tanto por ciento, para los tres biodiesel de
origen vegetal de mayor produccion, y para un biodiesel basado en aceite de coco.
Mientras que para los biodiesel representativos el error que se comete no es
significativo, para el biodiesel de coco este error aumenta hasta un 61%. Por lo
tanto, la Norma no es aplicable a muestras de biodiesel en los que alguno de sus
FAMEs mayoritarios se encuentre fuera del rango C14:0-C24:0.

En segundo lugar, la estrategia de cuantificacion elegida puede dar lugar a errores
significativos por varias razones. Como ya se ha comentado, el detector FID
puede hacer uso de la calibracion independiente del compuesto para la
cuantificacion de los compuestos de una muestra, a través del empleo del nimero
de carbonos efectivo para predecir los factores de respuesta relativos. Los FAMEs
constituyentes del biodiesel tienen una estructura quimica comun, basada en una
cadena carbonada lineal con un grupo éster. La eleccion de un patron interno
adecuado de la misma estructura (C17:0), dara lugar a menos errores relacionados
con la variabilidad de los factores de respuesta predichos por el ECN. Sin
embargo, la estrategia de calibracion empleada en la Norma no utiliza el ECN
para calcular los RRF.
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Tabla 13. Contenido de los FAMESs (%m/m) C6:0-C24:1 encontrados en los
biocombustibles de origen vegetal mas representativos. Resaltados en gris se
encuentran los FAMESs recogidos por la norma EN 14103:2003.

FAME Soja Colza Palma Coco
C6:0 - - - 0,6
C8:0 - - 0,8 6,8
C10:0 - 0,6 0,5 54
C12:0 0,1 0,1 0,3 47,7
C14:0 0,1 - 11 18,5
C16:0 11,6 4,2 42,5 91
C16:1 0,2 0,1 0,2 0,1
C17:0 0,1 0,1 0,1 -
C18:0 39 1,6 4,2 2,7
c18:1 23,7 59,5 41,3 6,8
C18:2 53,8 21,5 9,5 2,1
C18:3 59 8,4 0,3 0,1
C20:0 0,3 0,4 0,3 0,1
C20:1 0,3 2,1 0,1 -
C20:2 - 0,1 - -
C22:0 0,3 0,3 0,1 -
C22:1 0,1 0,5 - -
C24:0 0,1 0,1 0,1 -
C24:1 0,3 0,1 - 1,0
C6:0-C24:1 100,8 99,9 101,2 101,0
C14:0-C24:0 100,4 99,1 99,6 39,5
Error % 0,4 0,8 1,6 60,9

La Norma EN 14103 utiliza el denominado “método del porcentaje de area”
(ecuaciones 46 y 47) empleado tradicionalmente en la industria petroquimica para
la cuantificacion de compuestos que tienen los mismos grupos funcionales. Este
método, no tiene en cuenta ni el nimero de atomos de carbono del compuesto ni
el nimero de dobles enlaces, que también puede afectar al proceso de ionizacion
en la llama. Por lo tanto, la cuantificacion de los ésteres metilicos con un nimero
de carbonos similar al del patron interno se podra realizar de manera exacta,
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mientras que cuanto mayor sea la diferencia entre el nidmero de carbonos del
patrén interno y del compuesto a determinar, mayor error se cometerd. De manera
general, los FAMESs mayoritarios de un biodiesel son los FAMEs C16 y C18, por
lo que el empleo del C17:0 como patron interno es adecuada para la
cuantificacion de estos compuestos mayoritarios. Sin embargo, el error cometido
en los compuestos minoritarios, que representan un 5% en masa del contenido
total de FAMEs en un biodiesel, puede afectar a la exactitud de la medida.
Ademas, un biodiesel de composicién variada o cuyos FAMES mayoritarios
tengan un numero de carbonos muy diferentes al del patron interno, no podra ser
cuantificado de manera exacta.

Por otro lado, la introduccion de la muestra en el GC se realiza a través de un
inyector convencial split/splitless. Como ya se ha demostrado en el capitulo
anterior de la presente Tesis, este tipo de inyeccion da lugar a la discriminacion de
los compuestos en el inyector debido a la diferencia en sus puntos de ebullicion.
El patron interno elegido tiene un punto de ebullicién similar al de los compuestos
mayoritarios C16 y C18. Por lo tanto, la transmision de estos compuestos respecto
a la del patron interno sera similar. Sin embargo, se puede cometer un gran error
en los compuestos con puntos de ebullicién muy diferentes. De nuevo, muestras
de composicion variada o con FAMEs mayoritarios con un punto de ebullicion
muy diferente al del patrén interno no podran ser determinadas con exactitud.

El error cometido sobre los compuestos minoritarios, debido al procedimiento de
cuantificacion y al modo de inyeccion, puede ser el responsable de dar falsos
negativos o positivos en la calidad de un biodiesel respecto a este parametro.

En 2006, Schober y col. desarrollaron una nueva metodologia de anélisis para la
cuantificacion de FAMEs en biodiesel basada en la Norma EN 14103. Con el
objetivo de aumentar el rango del nimero de FAMESs permitido por la Norma, se
realizd una modificacion en el programa cromatografico. En esta ocasion, una
temperatura inicial de 150°C, y una rampa de 5°C/min hasta la temperatura final
de 220°C durante 15 minutos, permitid cuantificar los FAMESs desde el C6:0 hasta
el C24:1. Esta modificacion permitiria determinar el contenido total de FAMEs en
un biodiesel de manera mas exacta, independientemente de su origen. Por otro
lado, se realizé un estudio de estabilidad de la disolucion de trabajo del patron
interno C17:0 disuelto en heptano. Se observéd una degradacion del patron interno
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con el tiempo que provocd un error de hasta un 40% en la determinacion del
contenido total de FAMEs, siete dias después de su preparacion. Por lo tanto, es
recomendable el uso de disoluciones frescas tanto de patrén interno como de
muestra. Por ultimo, se estudio el error cometido por el empleo del C17:0 como
patron interno en biodiesel obtenido de grasas animales. El biodiesel basado en
grasas animales contiene un pequefio porcentaje del FAME C17:0 en su
composicion. Se observé un error del 2-7%, dependiendo de la materias primas
utilizadas, respecto a la determinacion realizada teniendo en cuenta el porcentaje
de C17:0 presente en la muestra. Por lo tanto, la metodologia desarrollada por la
Norma EN 14103 no es adecuada para el biodiesel de origen animal.

Modificacion de la Norma EN 14103:2003 en EN 14103:2011

En 2011, se realiz6 una modificacion de la Norma EN 14103:2003 teniendo en
cuenta los estudios realizados por Schober y col. 5 afios atras. La modificacion en
el programa cromatografico permiti6 que la Norma EN 14103:2011 fuera
adecuada para los FAMEs C6:0-C24:0, y el empleo del nonadecanoato de metilo
(C19:0) como patron interno hizo posible la determinacion exacta de los FAMEs
del biodiesel basado en grasas animales. Las ecuaciones empleadas para la
determinacion del contenido total de FAMEs (ecuacién [48]) y del linolenato de
metilo (C18:3) (ecuacion [49]) fueron ligeramente modificadas con el objetivo de
simplificar los célculos. Ademaés, la determinacion del C18:3 se realiz6 con el
empleo del patron interno, a diferencia de la Norma EN 14103:2003, dando lugar
a una determinacion mas exacta.

— (Z A) - AIS WIS

C 100 48
. S W ? [48]
A, Wi
L=—x—7x1 4
7 XX 00 [49]

En ambas ecuaciones, W;s y W se refieren al peso, en mg, del patron interno y de
la muestra, respectivamente.
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Limitaciones de la Norma EN 14103:2011

A pesar de las modificaciones realizadas, el empleo del método del porcentaje de
area puede causar pérdidas de exactitud en la determinacion. Sin embargo, este
procedimiento de cuantificacién simplifica enormemente los célculos, haciendo
de éste un procedimiento sencillo para la determinacion de FAMEs en biodiesel.

Por otro lado, la Norma EN 14103 no tiene en cuenta la importancia de la
cuantificacion de los FAMEs individuales de un biodiesel. Tan sélo limita el
contenido del linolenato de metilo debido a la influencia indeseada de los altos
contenidos de FAMEs poliinsaturados en la calidad de un biodiesel. Como ya se
ha comentado, la determinacion individual de los FAMEs mayoritarios de un
biodiesel puede proporcionar informacion acerca de su origen bioldgico, asi como
de las principales propiedades fisico-quimicas que establecen la calidad del
producto. Por lo tanto, es necesario el desarrollo de nuevas metodologias que
permitan la cuantificacion exacta de los principales FAMESs constituyentes de un
biodiesel, sin perder el caracter genérico del detector. Posiblemente, el empleo del
ECN para predecir los RRF y la optimizacién de la inyeccidn sea suficiente para
una cuantificacion exacta de los diferentes FAMESs de un biodiesel.

IV.2.3 EVALUACION DE LA NORMA EN-14103 EN LA
DETERMINACION DE LOS FAMEs INDIVIDUALES DE UN
BIODIESEL USANDO GC-FID

1VV.2.3.1 Determinacién de los FAMEs individuales de una mezcla estandar

La mezcla estandar de FAMEs empleada para este estudio contiene los FAMEs
pares y saturados desde el C4:0 hasta el C24:0. Ademas, debido a que entre los
FAMEs mayoritarios de un biodiesel también se encuentran los FAMEs C18
insaturados, se adicionaron a la mezcla estandar los FAMEs C18:1, C18:2 y
C18:3, con el objetivo de evaluar su comportamiento en el detector FID. En este
caso el patron interno utilizado fue el heptadecanoato de metilo (C17:0).

Las condiciones cromatograficas utilizadas se modificaron ligeramente respecto a
la Norma para permitir la elucién y cuantificacion de todos los compuestos de la
mezcla. La Tabla 5 (Seccion Experimental) resume las condiciones
cromatograficas finalmente utilizadas a lo largo de este estudio para la separacion
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de los FAMEs y su cuantificacion. La instrumentacion GC-FID empleada dispone
de un inyector convencional split/splitless, siendo éste el mismo tipo de inyector
empleado en la Norma.

La Figura 36 muestra uno de los cromatogramas GC-FID obtenidos para la
mezcla estandar de trabajo. Esta mezcla contiene alrededor de 180 ug/g para los
FAMEs pares y saturados, 143, 134 y 169 pg/g para los FAMEs C18:1, C18:2 y
C18:3, respectivamente, y 132 pg/g para el C17:0, utilizado como patron interno.
Los 15 FAMEs presentes en la mezcla eluyeron en menos de 35 minutos, con un
tiempo de retencién de 0,67 minutos para el C4:0 y de 32 minutos para el C24:0.
El largo tiempo del cromatograma se debe al lento programa de temperaturas
recomendado por la Norma, que permite la separacion de todos los FAMEs bajo
estudio, desde el C4:0 hasta el C24:0 con una excelente resolucion
cromatografica.

C10:0 C12:0 ...
250001 a0 C14:0
C6:0 C16:0
C4:.0 C18:0
20000 o & C20:0
[o0]
1S 5a®
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Figura 36. Cromatograma de la mezcla de FAMEs constituida por los FAMES pares y
saturados C4:0-C24:0y los FAMEs C18 insaturados C18:1, C18:2 y C18:3. El patrén
interno utilizado fue el hepatdecanoato de metilo (C17:0).
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Las areas de pico obtenidas se trataron empleando las ecuaciones 46 y 47 para la
evaluacion del método del porcentaje de area de la Norma EN 14103:2011. La
ecuacion [48] proporciona el contenido total de ésteres metilicos en la mezcla,
mientras que la ecuacion [49] permite la cuantificacion de cada FAME individual.
Los resultados cuantitativos, expresados como recuperacion en tanto por ciento,
estan recogidos en la Tabla 14. Como se puede observar, las recuperaciones
individuales estdn un rango de 54,4 a 102,2%, mientras que para el contenido
total, la recuperacion fue de un 90,4%. EI mayor error se comete para los FAMES
C4:0-C12:0. Los valores de recuperacion aumentan a medida que el niamero de
atomos de carbono de la especie a determinar se aproxima al nimero de atomos
de carbono del patrén interno utilizado. Por lo tanto, el empleo del FAME C17:0
como patrén interno no es adecuado para la cuantificacién de los FAMESs con un
namero 4tomos de carbono de 4 a 12. El uso de un segundo patrén interno para
los FAMESs de menor peso molecular, podria compensar los errores obtenidos.

Tabla 14. Recuperaciones obtenidas para los compuestos individuales de la
mezcla de FAMEs empleando el C17:0 como patrén interno. La incertidumbre
esta calculada como la desviacion estandar para n=5.

FAME Recuperacion (%)
C4:0 544 +1,7
C6:0 71,1+19
C8:.0 816+1,8
C10:0 88,3+0,8
Ci12:.0 91,1+0,2
C14:0 949+0,4
C16:0 97,4+0,1
C18:0 99,7 +0,1
Cci18:1 102,2+0,1
C18:2 97,0+0,1
C18:3 95,8 +0,2
C20:0 101,9+0,4
C22:0 100,3+0,7
C24.0 96,4 +0,8
Contenido total 90,4 +0,5
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Teniendo en cuenta que el perfil composicional de un biodiesel suele estar
dominado por los FAMEs C16 y C18, se calculo la recuperacion del contenido
total de la mezcla tomando sélo las areas de pico para estos cinco compuestos
mayoritarios. En este caso las recuperaciones individuales obtenidas estuvieron en
un rango de 97,4 a 102,2%, mientras que la recuperacion del contenido total de
FAMEs fue del 98,4%. En este caso, el procedimiento del porcentaje de area
ofrece una cuantificacion exacta para los FAMEs mayoritarios de un biodiesel.
Sin embargo, aunque este procedimiento ofrece resultados cuantitativos
satisfactorios en términos de exactitud, no dispone de un caracter universal.
Muestras de biodiesel cuyos FAMESs mayoritarios se encuentren fuera del rango
C14:0-C20:0 no podran ser cuantificadas con exactitud mediante este
procedimiento.

La recuperacion obtenida para los FAMEs insaturados C18 indica que no existe
ningun tipo de comportamiento anémalo en la respuesta del detector FID respecto
al numero de insaturaciones. La recuperacion obtenida para el FAME C18:1 de
102,2% muestra una buena eficacia de hidrogenacion e ionizacion en la llama
para este compuesto, mientras que para los FAMEs C18:2 y C18:3 se obtuvieron
errores cuantitativos por defecto, que aumenta con el nimero insaturaciones. Sin
embargo, las ligeras diferencias encontradas no son concluyentes.

IV.2.3.1.1Evaluacibn del Numero de Carbonos Efectivo para Ila
determinacion por GC-FID de los FAMEs individuales en una
mezcla estandar

El empleo del nimero de carbonos efectivo podria mejorar la exactitud de los
datos cuantitativos obtenidos mediante el procedimiento del porcentaje de areas.
El ECN considera la contribucion de los diferentes grupos funcionales y la
estructura molecular del analito. Debido a que todos los FAMEs presentes en la
mezcla, incluido el patron interno, tienen el mismo grupo funcional en su
estructura, el empleo del ECN en esta ocasion deberia corregir la respuesta del
FID respecto al nimero de atomos de carbono del compuesto. Ademas, el nUmero
de dobles enlaces también es tenido en cuenta cuando se aplica este concepto.

En la Figura 37 se encuentran representadas las recuperaciones obtenidas cuando
se emplea el ECN para predecir los factores de respuesta relativos, empleando la
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ecuacion [38]. Como se puede observar, los resultados cuantitativos mejoran
considerablemente respecto al empleo del procedimiento del porcentaje de areas,
particularmente para los FAMEs entre el C4:0 y el C14:0. En esta ocasion, las
recuperaciones individuales estan en un rango de 90,2 a 104,2%, obteniendo una
recuperacion media del 99%. En el caso del éster metilico del &cido linolénico
(C18:3), la diferencia en las recuperaciones obtenidas no es significativa. Sin
embargo, el empleo del ECN para la cuantificacion de este FAME da lugar a una

recuperacion del 94,4% frente al 95,8% obtenido mediante la aplicacion de la
Norma.
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C4:0 C6:0 C8:0 C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C22:0 C24:0
FAME

Figura 37. Comparacion de las recuperaciones, expresadas en %, obtenidas mediante
GC-FID, empleando el procedimiento del porcentaje de areas (barras en azul) y tras su
correccion por ECN (barras en gris). Las barras de error se corresponden a la
desviacién estandar obtenida para n=5.

Por tanto, la Figura 37 deja claro que una simple modificacion en el
procedimiento de cuantificacion empleado por la Norma EN 14103:2011, como es
el empleo del ECN, puede mejorar la exactitud de los resultados obtenidos para el
contenido total de FAMEs en una muestra de biodiesel. Ademas, el empleo del
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ECN también le da un caracter mas universal por la posibilidad de cuantificar de
manera exacta cualquier biodiesel, independientemente de cual sea su origen
bioldgico o su variabilidad composicional.

1VV.2.3.2 Determinacién por GC-FID de los FAMEs individuales presentes en
un biodiesel de soja B100 certificado

El material de referencia certificado SRM 2772 consiste en un biodiesel puro de
origen vegetal basado en soja, recientemente disponible para la evaluacion de los
métodos analiticos desarrollados para determinar las propiedades fisicas y
quimicas de un biodiesel B100. Este biodiesel estd dominado por cinco FAMESs
mayoritarios (C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 y C18:3). En la Tabla 15 se muestra la
concentracion certificada o de referencia con su incertidumbre asociada,
expresada en fraccion de masa, de los FAMEs del SRM 2772. Como se puede
apreciar, el FAME C18:1 tiene dos isomeros de posicion para los que se da la
concentracion de manera independiente. Por lo tanto, es necesaria una separacion
cromatografica a linea de base que permita la cuantificacion individual de ambos
isomeros. EI FAME C18:2 estd formado por los isémeros cis y trans. El valor
certificado solo esta referido al isébmero cis, por lo que de nuevo serd necesaria
una resolucién cromatogréafica que permita su separacion.

Tabla 15. Concentraciones certificadas o de referencia para los Esteres
Metilicos de Acidos Grasos del SRM 2772. *Valores de referencia.

FAME Fraccion de masa (mg/g)
C14:0 0,755+ 0,089
C16:0 107 £2
C16:1, n-7 1,32+0,18
*C17:0 1,03 = 0,02
C18:0 46 + 2,7
C18:1,n-9 233+6
C18:1, n-7 143+15
C18:2, cis-n-6 523 £17
*C18:3, n-3 69,3+ 2,6
C20:0 3,66 £0,52
*C22:0 3711
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Debido al origen vegetal del biodiesel fue posible su cuantificacién empleando el
C17:0 como patron interno. La concentracion del patrén interno fue de 250 ug/g.
El biodiesel puro fue diluido en n-hexano en una relacién 1:300 para su
introduccién en el GC. En el cromatograma de la Figura 38 se puede observar el
perfil composicional del biodiesel basado en soja. En €l se pueden observar los
dos isémeros posicionales existentes para el C18:1 y los isémeros cis (n-6¢) y
trans (n-6t) del FAME C18:2. Mientras que los isomeros del C18:2 se resuelven
cromatograficamente a linea de base, la separacion de los isomeros del C18:1 no
es completa. Aun asi, su integracion fue posible de manera independiente. El
isdbmero trans representa un 0,5% en area respecto al isomero cis. Sin embargo, su
concentracion no se encuentra en el certificado de andlisis. También se pueden
observar los tres isomeros de posicién del FAME C18:3. El valor certificado tan
solo esta referido al isbmero mayoritario C18:3 (n-3). De nuevo, existe una
excelente separacion cromatografica que permite su cuantificacion de manera
individual.
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Figura 38. Perfil cromatografico de los FAMESs presentes en el SRM 2772 basado en
soja obtenido mediante GC-FID. El patrén interno utilizado fue el heptadecanoato de
metilo (C17:0).
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La Tabla 16 contiene las concentraciones encontradas y las recuperaciones
correspondientes calculadas tras el analisis del SRM 2772, tanto a partir de la
Norma EN 14103:2007 como teniendo en cuenta la contribucién del ECN para
cada FAME de la muestra. ElI empleo del ECN mejora considerablemente las
recuperaciones obtenidas para los primeros FAMESs eluidos en dicho biodiesel
basado en soja. La recuperacién calculada para el primer FAME eluido presente
en el biodiesel, C14:0, mejora desde un 93,2%, cuando se emplea el método del
porcentaje de &reas, hasta un 97,7% por la aplicacion del ECN. Sin embargo, la
recuperacion calculada para los altimos FAMEs eluidos empeora cuando se
emplea la correccion del ECN. En este caso, el procedimiento del porcentaje de
area compensa en cierta medida la pérdida de los ultimos compuestos eluidos
debido a la discriminacion de los compuestos de alto punto de ebullicion en el
inyector. Por otro lado, mientras que la recuperacion calculada para el C18:1,n-9
de la mezcla estandar de FAMEs fue superior al 100% (ver Tabla 17), en el SRM
2772 tan sblo se obtuvo una recuperacion aproximada del 96% por ambos
procedimientos de cuantificacion. Los isbmeros de posicion del FAME C18:1 no
se resuelven cromatograficamente a linea de base y existe una pérdida de
compuesto clara durante el proceso de integracidn. Esta pérdida es méas acusada
en el isbmero minoritario, obteniendo una recuperacion de tan sélo un 88%. El
FAME C16:1 es uno de los compuestos minoritarios de la muestra, representando
tan sélo un 0,1% de la composicion total de FAMESs. La recuperacién obtenida
para este compuesto es del 70%. Se podria pensar en una pérdida de exactitud
debido a la baja concentracion del FAME en el biodiesel. Sin embargo, para el
FAME C14:0, que tiene una concentracion similar, la recuperacion obtenida es
mayor del 90% para ambos procedimientos de cuantificacion. Ademas, este
FAME se resuelve cromatograficamente en linea de base, por lo que pérdidas
durante la integracion no son esperables.
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Tabla 16. Comparacion de las recuperaciones obtenidas de los FAMEs individuales del SRM 2772 aplicando la
norma EN 14103y corregida por ECN. EI FAME C17:0 se utiliz6 como patron interno. La incertidumbre

corresponde a la desviacion estandar para n=5. *Valor de referencia.

SRM 2772 EN 14103 ECN
FAME Certificado Encontrado Recuperacion Encontrado Recuperacién
(mg/g) (mg/g) (%0) (mg/g) (%0)
C14:0 0,76 £ 0,09 0,70 £ 0,02 93,2+2,3 0,74 +0,02 97,7+2,4
C16:0 107 +£2 103,1+0,1 96,4+0,1 104,6 +0,1 97,7+0,1
Cl6:1 1,3+0,2 0,93 +0,03 70,6 £2,1 0,944 +0,028 715+22
C18:0 43+3 43,69 £ 0,03 101,6 +0,1 43,14 £ 0,03 100,3+0,1
C18:1,n-9 233+6 2245+0,2 96,4+0,1 221,5+0,2 95,1+0,1
C18:1,n-7 14+1 12,7+0,6 88,7 + 4,6 125+0,6 876+45
C18:2,n-6 523+ 17 521 +2 99,6 +0,3 513+2 98,2+0,3
C18:3,n-3 *69 + 3 66,4+ 0,3 959+04 65,4+ 0,2 94,4+0,3
C20:0 3,7+0,5 3,38+£0,02 92,2+0,5 3,26 £ 0,06 89,2+04
C22:0 *3,7+1,1 3,27+ 0,05 884+12 3,11+0,04 840+12
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Ambas estrategias de cuantificacion permiten la determinacion de los FAMESs
presentes en el biodiesel. EI empleo del ECN mejora los resultados cuantitativos
de los FAMEs C14:0-C18:0 en términos de exactitud. Sin embargo, existe una
pequefia pérdida de exactitud para los FAMEs mayoritarios del biodiesel C18:1-
C18:3. Esta pérdida de exactitud es mas acusada para los FAMES de mayor punto
de ebullicién eluidos en la parte final del cromatograma. A pesar de que la
exactitud media mejora con el empleo del ECN, la débil pérdida de exactitud en
los compuestos mayoritarios del biodiesel basado en soja produce un efecto
indeseado en el resultado final.

La composicion total de FAMEs del SRM 2772, expresado como porcentaje en
peso, es del 100,01%. En base a la Norma EN 14103, el contenido total de ésteres
metilicos calculado es del 98,0%, mientras que empleando el ECN este parametro
disminuye hasta un 96,8%. En este caso particular, el método del porcentaje de
area utilizado en la Norma da lugar a un menor error cuantitativo respecto al
contenido total de FAMEs que el obtenido cuando se emplea la correccion del
ECN. Lo mismo ocurre para el FAME 18:3. Por lo tanto, la aplicacion estricta de
la Norma para biodiesel basado en soja, o para aquellos biodiesel cuyo perfil
composicional esté dominado por los FAMEs C18 da lugar a resultados
cuantitativos mas exactos. En este caso, el empleo del ECN no consigue mejorar
la exactitud del procedimiento.

El contenido del FAME C17:0 utilizado como patron interno representa un 0,1%
de la composicidn total de los FAMEs del SRM 2772. Con el objetivo de conocer
el efecto de esta pequefia contribucién en la cuantificacion, se recalcularon las
concentraciones para todos los FAMEs de la muestra teniendo en cuenta el
contenido del FAME C17:0 en el biodiesel. En esta ocasion, el porcentaje del
contenido total de ésteres metilicos en el biodiesel fue del 99,6 y 98,5% cuando se
aplica el método del porcentaje de areas y el ECN, respectivamente. Por lo tanto,
es muy importante resaltar que una contribucién tan pequefia como de un 0,1%
del FAME C17:0 en la muestra provoca un error en la cuantificacion del 1,7%. La
eleccion del patron interno adecuado es fundamental para una cuantificacion
exacta tanto de los FAMEs individuales de la muestra como del contenido total
de ésteres metilicos en el biodiesel.
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El empleo del SRM 2772 ha permitido validar la metodologia utilizada por la
Norma EN 14103 para la cuantificacion individual de los FAMESs de un biodiesl
cuyo perfil composicional esté dominado por los FAMEs C18. Sin embargo, la
cuantificacion de un biodiesel de composiciébn mas variada, cuyos FAMES
mayoritarios sean los ésteres metilicos con un namero de carbonos de 6 a 14,
tendra que realizarse empleando la contribucion del ECN para cada dtomo de
carbono o grupo funcional si se precisan datos cuantitativos exactos.

IV.2.4 APLICACION DE LA DILUCION ISOTOPICA EN LINEA DE
CARBONO A LA CUANTIFICACION DE LOS ESTERES
METILICOS DE ACIDOS GRASOS

Por todo lo comentado en apartados anteriores, la determinacion de los FAMES
individuales de un biodiesel puede considerarse un campo de aplicacion
interesante para procedimientos de Dilucion Isotopica en linea de carbono.
Ademas, debido a la calidad de los resultados ofrecidos por el detector FID
cuando se hace uso de su respuesta genérica, esta aplicacion va a permitir
comparar de manera experimental las caracteristicas analiticas de ambos
detectores para la cuantificacién absoluta de alta calidad de compuestos organicos
sin la necesidad de estandares individuales.

1VV.2.4.1 Determinacion de los FAMEs individuales de una mezcla estandar

La separacion GC se llevd a cabo empleando la misma columna cromatografica
que la utilizada en la Norma EN 14103. Con el objetivo de disminuir el tiempo del
analisis cromatografico se modifico el programa de temperaturas del horno. En la
Tabla 5 se encuentran recogidas las condiciones cromatrograficas utilizadas que
permitieron la separacion y cuantificacion de los FAMEs de la mezcla estandar en
un tiempo de 17,2 min frente a los 32 minutos de la Norma. La mezcla estandar
esta constituida por los FAMEs pares Yy saturados desde el C4:0 hasta el C24:0. La
inyeccidn de la muestra se realizo a través de un inyector PTV, a diferencia de la
Norma que utiliza un inyector convencional split/splitless. Recordemos que la
inyeccién PTV puede ofrecer una menor discriminacion de los compuestos de la
mezcla debido a la diferencia en los puntos de ebullicion.

Tanto la concentracion de los FAMEs en la mezcla de trabajo como la del C17:0
utilizado como patrén interno fue un orden de magnitud menor que la utilizada en
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GC-FID gracias a la sensibilidad mas alta del equipo GC-combustion-IRMS.
Ademas, de esta manera se alarga la vida util del reactor de combustion e incluso
se evitan posibles obturaciones.

En la Figura 39a se muestra un cromatograma modelo para los FAMEs de la
mezcla estandar tras la adicién del trazador isotépico (*CO,) y la combustién de
los analitos. La concentracion de FAMEs y de patrén interno en la mezcla
estandar de trabajo fue de 15 y 10 ug/g, respectivamente. La sefial observada a
m/z 44, procedente de los analitos de abundancia natural de la mezcla, da lugar al
perfil cromatografico, mientras que la sefial constante a m/z 45 se corresponde
con el *CO; afiadido en linea. Como ya se habia observado en el capitulo anterior
para otros compuestos organicos (alcanos, PAHs, PCBs, tiofenos) los picos
cromatograficos obtenidos tienen un perfil gaussiano adecuado. Ademas, estan
bien resueltos a linea de base. Como se puede observar en el cromatrograma de la
Figura 39a se emple6 el modo backflush durante los primeros y dltimos minutos
del andlisis para evitar la entrada del disolvente y de compuestos indeseados de
alto peso molecular en el reactor de combustion, alargando asi la vida util del
mismo. El butirato de metilo (C4:0) y el caproato de metilo (C6:0) no se pudieron
resolver cromatograficamente bajo las condiciones experimentales utilizadas por
su elucién en la cola del disolvente y, por tanto, s6lo los FAMEs en el rango C8:0-
C24:0 pudieron ser considerados.
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Figura 39. Cromatograma de intensidades (a) y de flujo mésico (b) para la mezcla
estandar de FAMEs (15 pg C/g). El patron interno empleado fue el heptadecanoato de
metilo (10 pg C/g).
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El cromatograma de intensidades mostrado en la Figura 39a se transformo en el
cromatograma de flujo masico (Figura 39b) aplicando la ecuacion de la Dilucion
Isotopica en linea (ecuacion [24]). Tras la integracion de los picos, se relaciono la
concentracion de patron interno, expresada como concentracion en carbono, con
la concentracion de compuesto a través de las é&reas integradas en el
cromatograma de flujo masico mediante la ecuacion [25]. Este procedimiento
permitio la cuantificacion de los FAMEs individuales en la mezcla estdndar. Los
resultados obtenidos se comparan en la Tabla 17 con los valores previos obtenidos
mediante GC-FID. En esta tabla también se encuentran recogidos los resultados
para los FAMEs C18 insaturados que se cuantificaron en un analisis posterior.
Como se puede observar, los valores de recuperacion mejoran claramente respecto
a los obtenidos por GC-FID incluso cuando se tiene en cuenta el ECN, obteniendo
valores de recuperacion desde un 96,4% para el FAME C24:0 hasta un 102,9%
para el FAME insaturado C18:2. La recuperacién media obtenida fue del 100,2%.
Con ambas técnicas las concentraciones calculadas tuvieron una variabilidad
menor del 1% RSD para la mayoria de los FAMEs de la mezcla.
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Tabla 17. Comparacion de las recuperaciones obtenidas tras la determinacion
individual de los FAMEs de una mezcla estandar (C4:0-C24:0) mediante GC-
IRMS con Dilucion Isotopica en linea de carbono y GC-FID, aplicando la norma
EN 14103, y aplicando la correccion del ECN. La incertidumbre se da como la
desviacion estandar para n=>5. El patrén interno utilizado fue el FAME C17:0.

Recuperacion (%)

GC-FID GC-FID

FAME GC-C-IRMS EN 14103 ECN

C4:0 ---- 544+17 104,2+3,2
C6:0 meme 711+19 104,1+2,8
C8:0 99,2+0,9 81,6+1,8 103,8 +2,3
C10:0 100,2+0,9 88,3+0,8 102,8 £1,0
C12:0 101,3+0,5 91,1+0,2 99,9+0,3
C14:0 100,9+0,5 949+0,4 99,4+0,4
C16:0 101,4+11 97,4+0,1 98,7+0,1
C18:0 100,2+ 0,4 99,7+0,1 98,4+0,1
Ci18:1 102,9+0,4 102,2+0,1 100,9+0,1
C18:2 102,6 +0,3 97,0+0,1 95,7+0,1
C18:3 98,1+0,3 95,8+0,2 94,4+0,2
C20:0 101,0+1,0 101,9+0,4 98,5+0,3
C22:0 98,6 +0,8 100,3+ 0,7 95,3+0,6
C24:0 96,4+0,7 96,4+0,8 90,2+0,7

1V.2.4.2 Evaluacion de la respuesta del inyector para la mezcla estdndar de
FAMEs C8:0-C24:0

Una importante diferencia entre la instrumentacion GC-FID y GC-IRMS utilizada
es el tipo de inyectores disponibles. Mientras que el equipo GC-FID usado tan
solo dispone de un inyector convencional split/splitless (requerido por la Norma),
el equipo GC-IRMS esta equipado ademas con un inyector PTV. Basados en los
resultados del capitulo anterior, donde quedd constatada la influencia del inyector
en la discriminacion de los compuestos por la diferencia en sus puntos de
ebullicién, el inyector PTV fue inicialmente seleccionado para la determinacion
de los FAMEs de la mezcla estandar.
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Los resultados mostrados en la Tabla 17 para la instrumentacién GC-FID quizés
podrian haberse mejorado si un inyector PTV hubiera estado disponible en este
equipo. Con el objetivo de comparar las condiciones de inyeccidn cromatogréaficas
para los analitos en estudiado se llevo a cabo un estudio comparativo entre la
inyeccion convencional split/splitless y la inyeccion PTV, empleando la
instrumentacién GC-IRMS. Las condiciones de inyeccion para ambos inyectores
se muestran en la Tabla 5.La Figura 40 ilustra la respuesta observada para cada
FAME de la mezcla estandar de los FAMEs pares y saturados desde el C8:0 hasta
el C24:0, en ambos modos de inyeccion.
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1,0 1 T
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©
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Figura 40. Comparacion de los factores de respuesta normalizados (area por pg C/g
inyectado) de los 9 FAMEs analizados, dados por orden de elucion, empleando inyeccion
splitless e inyeccion PTV y Dilucion Isotdpica de Carbono. Las barras de error se
corresponden a la desviacion estandar para n=>5.

Las areas de pico para cada analito de la mezcla se calcularon a partir del
cromatograma de intensidades para m/z 44. Estas areas se dividieron por su
concentracion en carbono y se normalizaron frente al valor correspondiente para
el primer compuesto eluido (C8:0) de la mezcla. Como se puede observar la
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respuesta fue constante entre los FAMEs C8:0 y C14:0 en ambos modos de
inyeccion, obteniendo un factor de respuesta de 1,01. Sin embargo, la respuesta
disminuye para los FAMEs de mayor peso molecular cuando se emplea la
inyeccidn split/splitless, mientras que fue practicamente constante para el inyector
PTV. En comparacién con el inyector split/splitless, la inyeccion PTV da lugar a
una mejora en la respuesta de entre un 5 y 15% para los FAMEs de peso
molecular méas alto. Por lo tanto, el inyector PTV reduce la discriminacion en el
inyector causada por los diferentes puntos de ebullicion de los FAMEs estudiados,
en un rango de 195-420°C, proporcionando una transmision practicamente
cuantitativa durante esta etapa. Este hecho podria explicar los resultados
mostrados en la Tabla 17 para GC-FID cuando se emplea la correccion del ECN
para los FAMEs de alto peso molecular, donde las recuperaciones fueron
sustancialmente mas bajas respecto a las obtenidas cuando la correccién no fue
aplicada debido probablemente a que la sobreestaimacion de los resultados
producida por el nimero de C compensa su menor transmision en el inyector. De
nuevo, esta particularidad del inyector split/splitless no se toma en consideracién
en la Norma EN 14103.

IVV.2.4.3 Caracteristicas analiticas de la instrumentacién GC-IRMS para la
cuantificacion de los FAMEs individuales de un biodiesel

1V.2.4.3.1Linealidad

Se evalud la linealidad del método utilizando 5 concentraciones crecientes de la
mezcla estandar de FAMEs en un rango de 3 a 700 ug C/g (de 5 ng/g a 1 mg/g)
con 5 réplicas por cada nivel de concentracion. Los resultados no mostraron una
desviacion significativa de linealidad con un coeficiente de correlacion mayor de
0,99. Sin embargo, fue necesario tener en cuenta que la precisién medida en las
disoluciones estandar al nivel de concentracion mas alto (700 ugC/q) fue del 14%,
mientras que la precision a niveles intermedios fue aproximadamente del 1%. Para
el nivel de concentracion mas bajo medido (3 ugC/g) se obtuvo una precision del
4%. Estos valores indican que concentraciones de 700 ugC/g son demasiado altas
para el horno de combustion, estando ademas muy cerca de la saturacion del
detector. Este rango lineal permitira la cuantificacion de los cinco FAMES
mayoritarios en el SRM 2772 basado en soja tras una dilucion minima de 1:1000.
Sin embargo, la cuantificacion de los FAMESs mayoritarios y minoritarios
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utilizando un solo factor de dilucién no sera posible debido a la gran diferencia de
concentracion.

1V.2.4.3.2Resolucion Cromatografica

En el equipo GC-IRMS, los analitos eluidos de la columna cromatogréfica
recorren una mayor distancia que en instrumentos GC-FID. Los analitos
separados por GC pasan a traves del reactor de combustién donde se oxidan a CO,
y H,O. A continuacién, el agua se elimina por el paso de la corriente de gas a
través de una membrana de Nafion permeable al agua, y finalmente el CO, se
introduce en la fuente de ionizacién del espectrometro de masas a través del
sistema amortiguador de presion. Esta trayectoria mas larga es la causante del
ensanchamiento de los picos cromatograficos, especialmente el paso por la
membrana de Nafion. La Figura 41 muestra el perfil de pico obtenido para el
FAME C16:0 (53,25 ug/g de compuesto y 40,17 pg C/g) mediante GC-IRMS.

Como se puede observar, el ancho de pico a mitad de altura fue de 2,1 segundos.
Por otro lado, para una disoluciéon similar del FAME C16:0 (177 ug/g de
compuesto y 133 pugC/g) analizada mediante GC-FID, el ancho de pico a mitad de
altura fue de 1,3 segundos. Por lo tanto, el GC-FID proporciona una mayor
eficacia cromatografica que el GC-IRMS. La cuantificacion individual de los
isébmeros de los FAMEs C18:1, C18:2 y C18:3 del biodiesel certificado basado en
soja puede no ser posible debido a la pérdida de resolucion de la instrumentacion
empleada.

1VV.2.4.3.3Limites de deteccién

El limite de deteccion se calculo a partir de tres veces la desviacion estandar de la
sefial obtenida para el fondo a m/z 44 en la medida de la mezcla estandar de
FAMESs a un bajo nivel de concentracion. La desviacion estandar del fondo se
midio justo antes de la elucion del pico de interés. De esta manera, el limite de
deteccién calculado para el FAME C16:0 fue de 10,16 ng C/g. Teniendo en
cuenta el volumen de inyeccion (1 uL) y el ancho de pico en linea de base (9s) fue
posible el calculo del limite de deteccion independientemente de la columna
utilizada y del flujo de gas portador. El limite de deteccion calculado para el
FAME C16:0 fue de 0,8 pg/s. Este limite de deteccion fue un orden de magnitud
menor que el normalmente encontrado en GC-FID (10 pg C/s).
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Figura 41. Cromatograma de intensidad obtenido para el hexanoato de metilo (C16:0)
mediante GC-IRMS.

1V.2.4.4 Determinacién de los FAMEs individuales presentes en un biodiesel
B100 certificado

La validacion del método propuesto se realiz6 a través del analisis del material de
referencia certificado SRM 2772. La dilucién de la muestra necesaria para entrar
en el rango de linealidad del método fue de 1:2500 en hexano. El patrén interno
utilizado fue el heptadecanoato de metilo (C17:0) y la concentracion empleada fue
de 20 ugCl/g. La Figura 42 muestra el cromatograma de flujo masico obtenido
correspondiente al SRM 2772 mediante GC-IRMS. Debido al bajo rango lineal de
la metodologia no fue posible la cuantificacion de los FAMES mayoritarios y
minoritarios en un mismo andlisis. Puesto que los principales FAMEs del
biodiesel certificado basado en soja representan un 99,3% de la composicion en
FAMEs del biodiesel analizado, solo se presentaran los resultados obtenidos para
los FAMEs C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 y C18:3. Ademas, debido al
ensanchamiento de los picos por el paso de la corriente del gas a través de la
membrana de Nafion los isomeros de los FAMEs C18:1y C18:2 no se separaron a
linea de base, produciéndose la pérdida de informacion posicional debido a sus
condiciones de resolucion mas pobres.
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Figura 42. Perfil cromatogréafico de los FAMEs presentes en el SRM 2772 a través del
cromatograma de flujo masico obtenido mediante GC-combustion-IRMS. El patrén
interno utilizado fue el heptadecanoato de metilo (C17:0).

La Tabla 18 recoge las concentraciones encontradas y sus correspondientes
recuperaciones calculadas tras el analisis del SRM 2772 mediante GC-IRMS con
Dilucién lIsotdpica en linea de carbono. Ademas, estos datos se compararon con
los obtenidos mediante GC-FID cuando se aplicé la Norma EN 14103. No se han
incluido aqui los datos correspondientes a la correccion del ECN mediante GC-
FID ya que los resultados para los compuestos certificados fueron muy similares a
los obtenidos cuando si fue tenido en cuenta. Cabe sefialar que los datos
correspondientes al FAME C18:1 corresponden a la suma de sus dos isomeros de
posicién C18:1 (n-9) y C18:1 (n-6) ya que el método no permite la resolucion
entre ambos compuestos tal y como se mencioné antes. Ademas, el FAME C18:2
también se dara como la suma de los isdbmeros cis y trans aungue el certificado de
analisis solo refleja la concentracion para el isomero cis. Debido al bajo
porcentaje que representa, el error que se comete en la cuantificacion se puede
considerar despreciable. El contenido total de FAMEs encontrado, dado como
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fraccion de masa en tanto por ciento, fue de un 98,1% y de un 97,4% mediante
GC-IRMS y GC-FID, respectivamente. Ademas, los valores de recuperacion
encontrados mediante GC-IRMS estuvieron en concordancia con las
recuperaciones esperadas recomendadas por la AOAC (98-102%) a este nivel de
concentracion.

Al igual que mediante GC-FID, se recalcularon las concentraciones encontradas y
las recuperaciones calculadas teniendo en cuenta el porcentaje del FAME C17:0
presente en la muestra de biodiesel certificada, ya que este FAME es utilizado
como patron interno. Los datos obtenidos se muestran en la Tabla 19. En este
caso, el contenido total de los FAMEs mayoritarios del SRM 2772 fue de un
99,7% mediante GC-IRMS frente al 99,1% obtenido mediante GC-FID. El
empleo de un patrén interno adecuado que no esté presente en la muestra mejorara
por tanto la exactitud de los resultados cuantitativos. La buena concordancia
obtenida entre los valores certificados y encontrados para los FAMES
cuantificados utilizando ambas técnicas demuestra que la metodologia propuesta
GC-IRMS se puede utilizar también de manera fiable en la determinacion de
FAMESs en muestras de biodiesel empleando el C17:0 como patron interno y sin la
necesidad de calibraciones externas.

I1V.2.4.5 Evaluacion de patrones internos alternativos para GC-IRMS

La cuantificacion absoluta sin estandares especificos ni calibraciones externas
necesita la comparacion del area del pico de los analitos con el area de pico de un
patron interno. La selecciéon del patron interno adecuado es critica cuando se
emplea GC-FID ya que el patron interno ideal deberia tener una naturaleza
quimica y un numero de atomos de carbono similares a los de los analitos, lo que
obliga a emplear un FAME proximo a los que se cuantifican. Sin embargo, en
GC-IRMS la naturaleza del patron interno y su nimero de carbonos deberia ser
irrelevante a priori mientras el patron interno no se encuentre presente en la
muestra y no aparezca solapado con ninguno de los compuestos de la misma. Para
examinar la influencia del compuesto utilizado como patron interno en la
respuesta genérica del detector se llevé a cabo un analisis mediante GC-IRMS.
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Tabla 18. Comparacion de las recuperaciones cuantitativas obtenidas de los FAMEs individuales del SRM 2772
mediante GC-IRMS y GC-FID sin el empleo del ECN. EI FAME C17:0 se utiliz6 como patrén interno.

SRM 2772 GC-combustion-IRMS GC-FID EN 14103
FAME Certificado Encontrado Recuperacién Encontrado Recuperacién
(mg/g) (mg/g) (%) (mg/g) (%)
C16:0 107 +£2 105,8, £ 0,7 98,9+0,7 103,1+0,1 96,4+0,1
C18:0 43 +3 42,8+0,2 99,5+0,5 43,69 + 0,03 101,6 + 0,1
C18:1,n-9 233+6 **%245 + 2 **08,9+ 0,9 2245+0,2 96,4+0,1
C18:1,n-7 14+1 12,7+0,6 88,7+4,6
C18:2, n-6*** 523 + 17 517 +2 98,9+0,4 524 +2 99,8+£0,3
C18:3,n-3 *69 + 3 705+1,0 1018+ 1,6 66,4+ 0,3 959+04

*Valor de referencia
** Suma de los isomeros C18:1(n-9) y C18:1(n-6)
*** Suma de los isémeros C18:2 (cis) y C18:2 (trans)
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Tabla 19. Comparacion de las recuperaciones cuantitativas obtenidas de los FAMEs individuales del SRM 2772
mediante GC-IRMS y GC-FID sin el empleo del ECN teniendo en cuenta el porcentaje del FAME C17:0 presente en
el biodiesel. EI FAME C17:0 se utilizé como patron interno.

SRM 2772 GC-combustion-IRMS GC-FID EN 14103
FAME Certificado Encontrado Recuperacion Encontrado Recuperacion
(mg/g) (mg/g) (%0) (mg/g) (%0)
C16:0 107 +£2 107,7,+0,8 100,6 + 0,7 104,9+0,1 98,0+£0,1
C18:0 43+3 435+0,2 101,2+0,5 44,44 + 0,03 103,3+0,1
C18:1,n-9 2336 **248 + 2 **100,6 + 1,1 228,4+0,2 98,2+0,1
C18:1, n-7 14+1 --- --- 129+0,6 92,1+41
C18:2, n-6*** 523+ 17 526 +2 100,6 £ 0,5 533+2 101,3+0,3
C18:3,n-3 *69 + 3 718+1,1 1035+ 1,6 67,6 £0,2 97,5+04

*Valor de referencia
** Suma de los isdmeros C18:1(n-9) y C18:1(n-6)
*** Suma de los isdbmeros C18:2 (cis) y C18:2 (trans)
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Se prepard una disolucion de trabajo que contiene aproximadamente 40 ugC/g de
los FAMEs pares y saturados C4:0-C24:0, y 20 pgC/g de los tres FAMEs
insaturados C18, en n-hexano. Se evaluaron tres patrones alternativos. EI| FAME
empleado en la Norma (heptadecanoato de metilo, C17:0) se compar6 con dos
hidrocarburos lineales: el heptadecano (C17) con el mismo numero de atomos de
carbono y el tridecano (C13) de bajo peso molecular. Los tres patrones internos se
afiadieron en una concentraciéon de 20 pgC/g. Los resultados encontrados se
muestran en la Tabla 20. Como se puede observar, la recuperacion de todos los
FAMEs estudiados fue cuantitativa y similar para los tres candidatos a patron
interno. La recuperacion media obtenida fue de 99,1% para el FAME C17:0, y de
99,0 y 99,8% para los n-alcanos heptadecano y tridecano, respectivamente.

Tabla 20. Recuperaciones calculadas de los FAMEs individuales de la mezcla
estandar de los FAMEs pares y saturados C4:0-C24:0 y de los FAMEs C18
insaturados obtenidos mediante GC-IRMS examinando diferentes compuestos
como patrdn interno. Las incertidumbres indican las desviaciones estandar para

n=>b.
Recuperacion %

FAME Anadido, pgClg C17:0 C17 C13

C8:0 37,07 99,4+0,9 99,4+0,6 100,2+0,4
C10:0 38,18 101,1+£1.2 1009+1,0 101,8+1,2
C12:0 39,22 99,9+0,5 99,8 +0,3 100,7 £ 0,7
C14:0 39,42 100,6 + 0,7 100,6 + 0,5 101,4+0,9
C16:0 40,17 100,1+£0,1 100,0£0,5 100,8+1,1
C18:0 40,59 975+1,2 97,5+0,8 98,3+ 0,7
Ci18:1 18,36 99,0+1,3 98,9+0,9 99,7+£0,6
C18:2 24,38 100,2£0,7 100,2£0,6 101,0£0,8
C18:3 16,84 99,4+0,5 99,4+0,2 99,8 +0,6
C20:0 41,05 98,7+04 98,6 £0,5 994+11
C22:0 41,11 97,5+04 97,4+0,3 98,2+0,7
C24:0 41,54 95,8+0,6 95,8+0,9 96,6 £1,1

Estos datos sugieren que la metodologia propuesta permite la cuantificacion de los
FAMEs individuales de un biodisel, o por extension cualquier otro compuesto
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organico volatil, utilizando un patron interno genérico, con un nimero de C y una
naturaleza tanto similar como diferente a la de los analitos estudiados. Este
comportamiento completamente genérico para el patrén interno se debe a la
oxidacion cuantitativa de los compuestos eluidos a CO, en el reactor de
combustion y a la seleccion de un inyector cromatografico que no da lugar a la
discriminacion de los compuestos con puntos de ebullicién muy diferentes, como
es el caso del inyector PTV.

La validacion de la metodologia con el patron interno C17 fue realizada a través
de la determinacion de los FAMEs individuales del SRM 2772. A diferencia del
FAME C17:0, el C17 eluye en una zona limpia del cromatograma. Por lo tanto,
los valores cuantitativos obtenidos no se verdn afectados por la presencia de
compuestos minoritarios que coeluyan con el patron interno. Los valores de
recuperacion obtenidos para los cinco FAMESs mayoritarios del biodiesel
certificado basado en soja estuvieron en el rango de 98,0-100,7%, estando de
nuevo en concordancia con las recomendadas por la AOAC.

Con el fin de comparar el caracter genérico de este nuevo detector para GC con el
detector FID, se analiz6 el SRM 2772 empleando el C17 como patron interno
mediante GC-FID. En la Tabla 21 estan recogidas las recuperaciones encontradas
tanto por GC-IRMS como por GC-FID empleando el C17:0 y el C17 como patrén
interno. Ademas, en el caso del analisis mediante GC-FID también se calcularon
las recuperaciones obtenidas empleando la correccion del ECN cuando se utilizd
el C17 como patrén interno.

Como se puede observar en la Tabla 21, la aplicacion directa de la Norma EN
14103 no permite la cuantificacion genérica de los FAMEs individuales del
biodiesel basado en soja cuando se utiliza el alcano C17 como patron interno. El
principal motivo radica en la diferente naturaleza existente entre el patron interno
y los FAMEs analizados. Las recuperaciones obtenidas se encuentran en un rango
de 78,3-83,7%, estando muy lejos de proporcionar una cuantificacién exacta. Sin
embargo, el empleo del ECN para predecir los factores de respuesta relativos de
los analitos respecto al patron interno, mejora la exactitud de los datos
cuantitativos obtenidos (98,0-103,9%). Las recuperaciones calculadas pueden
competir ahora con las encontradas cuando se emplea el C17:0 como patrén
interno para la cuantificacion. Por lo tanto, el empleo del ECN permite el uso de
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patrones internos de diferente naturaleza a la de los analitos para la cuantificacion
absoluta de los FAMEs mayoritarios de un biodiesel, aunque con un nivel de
exactitud menor que el que proporciona el modo de deteccion completamente
genérico que es la dilucion isotdpica de C y GC-IRMS.

Tabla 21. Comparacion de las recuperaciones obtenidas para los FAMES
individuales del SRM 2772 mediante GC-IRMS y GC-FID empleando patrones
internos de diferente naturaleza.

Recuperacién (%)

GC-combustion-IRMS GC-FID
FAME C17:0 C17 C17:0 C17 C17 ECN
C16:0 100,6 +0,7 100,1+0,7 98,0+0,1 78,5+0,8 100,1+0,4
C18:0 101,2+0,5 99,1+0,3 103,3+0,1 83,7+0,7 103,9+ 0,4
*C18:1 1006 +1,1 98,4+0,9 97,6 +0,3 78,3+0,5 98,0+ 0,6
**C18:2 100,6 + 0,5 99,3+05 101,3%+0,3 82,0+0,2 101,6 £0,3
C18:3 1035+1,6 100,8+1,0 975+0,4 79,0+0,2 97,8 +0,1

* Suma de los isémeros C18:1(n-9) y C18:1(n-6)
** Suma de los isomeros C18:2 (cis) y C18:2 (trans)
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IV.3 CAPITULO III

Combinacion de la Dilucién Isotépica en Linea de
Carbono y el Analisis Isotdpico Especifico del Compuesto
en GC-IRMS para la discriminacion por el origen en
muestras de biodiesel.

La metodologia propuesta para la cuantificacion individual de los principales
FAMEs de un biodiesel mediante IDMS en linea de carbono con GC-IRMS se
desarroll6 dentro del marco del proyecto europeo JRP-ENO09 “Metrology for
Biofuels”. El grupo de investigacion tuvo la oportunidad de formar parte de este
proyecto gracias a las caracteristicas analiticas que proporciona la Dilucion
Isotopica en linea de carbono. La posibilidad de la caracterizacion quimica de un
biodiesel sin la necesidad de estandares especificos ni calibraciones externas a
través de metodologias de analisis que proporcionan resultados de alta calidad
supone una gran ventaja sobre otras metodologias analiticas.

Las tareas asignadas por el proyecto fueron las siguientes:

= TAREA 1: Desarrollo de un procedimiento para la evaluacién de la pureza de
estandares de calibracién del glicerol mediante LC-oxidacion-IRMS.

= TAREA 2: Desarrrollo de un procedimiento absoluto para la caracterizacion
quimica de biodiesel basado en GC-Combustion-IRMS.
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= TAREA 3: Empleo del Analisis Isotopico Especifico del Compuesto (CSIA) en
combinacion con la Dilucidn Isotdpica en linea de carbono para la discriminacion
por el origen del biodiesel.

Las dos ultimas tareas forman parte de la presente Tesis Doctoral y en este Gltimo
capitulo se abordaran los exitos y fracasos de las tareas encomendadas. Para la
realizacion de las mismas, el proyecto proporciond cuatro muestras de biodiesel
B100 de diferente origen vegetal y geografico: (i) SME-mx, un biodiesel mejicano
basado en soja; (i) SME-b, un biodiesel brasilefio basado en soja; (iii) CME-us,
un biodiesel americano basado en canola; y, (iv) RME-de, un biodiesel aleméan
basado en colza. Ademas, durante los estudios realizados también se utilizé una
muestra de biodiesel con un origen vegetal desconocido proporcionada por una
empresa anonima espafiola a lo que se denominé UME-es.

IVV.3.1 DESARROLLO DE UN PROCEDIMIENTO ABSOLUTO PARA LA
CARACTERIZACION QUIMICA DEL BIODIESEL (TAREA 2)

La caracterizacion quimica de un biodiesel implica la cuantificacién de todos los
componentes, mayoritarios y minoritarios, constituyentes del mismo. El biodiesel
esta formado principalmente por una mezcla de FAMEs, y el perfil composicional
de los mismos estd dominado generalmente por los FAMEs C16 y C18. Sin
embargo, existen otros componenetes minoritarios del biodiesel que también estan
involucrados en su caracterizacion como los mono-, di-, y triglicéridos sin
reaccionar del proceso de transestirificacion que transforma el aceite vegetal en el
biodiesel, las trazas de metanol y catalizador empleados en dicho proceso, el agua
contenida en el biodiesel empleada en el proceso de purificacion del biodiesel o
absorbida por el mismo debido a su caracter higroscépico, el glicerol libre, y otras
impurezas generadas debido a la baja estabilidad oxidativa que presenta.

El procedimiento IDMS en linea de carbono desarrollado s6lo permite la
caracterizacion del biodiesel a traves de la cuantificacion de los principales
FAMEs que lo constituyen debido al bajo rango lineal que presenta. La
cuantificacion de los componentes minoritarios, aptos para su determinacion
mediante GC, soOlo podria realizarse a través de procesos de extraccion o
preconcentracién especificos para los compuestos de interés, o mediante la
inyeccion del biodiesel de manera directa en el sistema cromatografico. Los
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procesos de extraccion o preconcentracion suelen dar lugar a la discriminacion de
los compuestos dependiendo de la naturaleza de los mismos. Por lo tanto, seria
necesario el empleo de un patron interno adecuado para las diferentes familias de
compuestos a determinar. Por otro lado, la inyeccion del biodiesel sin una dilucion
previa del mismo, o con la minima dilucion daria lugar a una saturacion del
reactor de combustion y del detector debido a la gran cantidad inyectada de los
FAMEs mayoritarios del mismo. En este sentido, el empleo del sistema backflush
podria ser una buena alternativa para evitar la entrada a la interfase de combustion
de estos compuestos. Sin embargo, se perderia informacion de los compuestos
minoritarios eluidos en el mismo rango de tiempo. Por lo tanto, la caracterizacion
de las diferentes muestras del biodiesel proporcionadas s6lo puede llevarse a cabo
a traves de la cuantificacion de los principales FAMEs constituyentes del
biodiesel. Esta cuantifiacion se realiz6 tanto por Dilucion Isotdpica en linea de
carbono, empleando los dos patrones genéricos utilizados durante el desarrollo de
la metodologia, como por GC-FID. Las propiedades fisicas del biodiesel
dependen claramente de la longitud de la cadena de cada FAME individual, su
nimero de insaturaciones y su concentracion. En este sentido cabe resaltar que
también fue posible calcular algunos deestos parametros que definen la calidad
del un biodiesel a través de los datos cuantitativos obtenidos tras la aplicacion de
los diferentes procedimientos.

IVV.3.1.1 Cuantificacion de los principales FAMES constituyentes en muestras
reales de biodiesel

Todas las muestras proporcionadas por el proyecto JRP-ENQ9 fueron de origen
vegetal, por lo que el FAME C17:0 fue adecuado para su uso como patrén interno
genérico. Ademas, el n-alcano C17 también se emple6 como patron interno
cuando se realiz6 la cuantificacion mediante Dilucién Isotopica en linea de
carbono por su caracter genérico, claramente demostrado en el capitulo 2 de la
presente Tesis Doctoral.

Las muestras se diluyeron en n-hexano para su introduccion en el GC. La dilucion
realizada para GC-FID fue de 1:300, mientras que para GC-IRMS fue de 1:2500.
Recordar que el rango lineal del metodologia cuando se aplica la dilucién
isotopica en linea de carbono no permite la introduccion de muestras de elevada
concentracion, debido principalmente a la saturacion del detector y a la interfase
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de combustion. La concentracion del patréon interno C17:0 fue de 210 pg/g
cuando se empled la instrumentacion GC-FID, mientras que la concentracién de
los patrones genéricos utilizados en GC-IRMS fue de 60 pg/g para el FAME 17:0
y de 15 ug/g para el n-alcano C17. Las condiciones cromatograficas utilizadas por
ambas metodologias fueron las mismas que las empleadas para la cuantificacion
de FAMEs en el SRM 2772 B100 basado en soja y estan recogidas en la Tabla 5
de la Seccion Experimental.

En la Figura 43 se muestra el perfil cromatografico de las dos muestras de
biodiesel basado en soja a través de los cromatogramas de flujo mésico obtenidos
tras la aplicacion de la Dilucién Isotdpica en linea de carbono, empleando el
FAME C17:0 como patrén interno. La resolucion de la instrumentacién GC-FID
permite la diferenciacion de los isémeros C18, mientras que el ensanchamiento
producido en GC-IRMS, debido principalmente a la membrana de Nafion, no
permite una separacion en linea de base de los isdbmeros de posicién del FAME
C18:1 y de los isomeros cis y trans del FAME C18:2. Por lo tanto, los analisis
realizados mediante GC-FID permitieron la confirmacion de la presencia o
ausencia de los isomeros de los FAMEs C18.

Debido al origen vegetal comin que presentan ambas muestras, su composicion
en FAMEs es practicamente idéntica. Los perfiles obtenidos estan dominados por
0s FAMEs C18:1 y C18:2 en una proporcion aproximada de 1:2. A diferencia del
SRM 2772 basado en soja, las muestras analizadas no contienen dos de los
isdbmeros de posicion del FAME C18:3, observando tan sélo el FAME 18:3 (n-3)
en los cromatogramas obtenidos. Los analisis realizados mediante GC-FID
confirman la ausencia de estos isomeros en las muestras de biodiesel basados en
soja. Los dos isomeros de posicion del FAME C18:1 aparecen solapados. Sin
embargo, si fue posible su diferenciacion mediante GC-FID, por lo que se puede
confirmar su presencia en ambas muestras. Por ultimo, el FAME C18:2 aparece
como un solo pico. Los andlisis realizados por GC-FID confirman la ausencia del
isomero trans del FAME C18:2.

En la Figura 44 se muestran los cromatogramas de flujo masico obtenidos para las
muestras de biodiesel basadas en canola y colza.
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Figura 43. Perfil cromatografico de los biodiesel basados en soja (a) biodiesel mejicano
SME-mx y (b) biodiesel brasilefio SME-br, obtenido tras la aplicacion de la Dilucion
Isotdpica en linea de carbono. EI FAME C17:0 fue el patron interno utilizado.
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Figura 44. Perfil cromatografico de los biodiesel basados en canola (a) biodiesel
americano CME-us y (b) biodiesel aleman RME-de, obtenido tras la aplicacion de la
Dilucidn Isotopica en linea de carbono. EI FAME C17:0 fue el patrdn interno utilizado.

Ambas muestran un perfil composicional similar. Al igual que las muestras de
biodiesel basadas en soja, éstas estdn dominadas por los FAMEs C18. Sin
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embargo, la proporcion de los FAMEs C18:1 y C18:2 es opuesta a la observada
en los biodiesel basados en soja, siendo en este caso de 2:1.

Ademas, en los cromaotgramas de la Figura 44 se puede observar la presencia de
los FAMEs C20:0 y C20:1 en ambos casos. De nuevo, los analisis realizados por
GC-FID confirmaron la presencia de los dos isomeros del FAME 18:1, y la
ausencia del isémero trans del C18:2 y los isomeros de posicion del FAME C18:3.
Se puede confirmar que el perfil de FAMEs en las muestras de biodiesel permiten
diferenciar los biodiesel basados en soja de los basados en colza y canola, debido
principalmente a la composicion de los FAMEs 18:1 y C18:2 y a la presencia de
los FAMEs C20:0 y C20:1. Sin embargo, una diferenciacion entre ambas parejas
requiere la cuantificacion exacta de los FAMEs individuales.

Una vez conocido el perfil de FAMEs de las muestras de biodiesel con un origen
vegetal y geogréafico conocido, se analizdé la muestra de biodiesel desconocida
UME-es proporcionada por una empresa espafiola productora de biodiesel. El
cromatograma de flujo méasico obtenido empleando el FAME C17:0 como patrén
interno se muestra en la Figura 45. El andlisis realizado mediante GC-FID
confirmd la presencia de los dos isdbmeros de posicion del FAME C18:1, y la
ausencia de los isdmeros minoritarios de posicion del FAME C18:3 y del isdbmero
trans del FAME C18:2. El perfil de los FAMEs C18 es similar al de los obtenidos
para colza o canola. Sin embargo, este biodiesel esta claramente dominado por el
FAME C16:0, a diferencia del resto de los biodiesel estudiados.

Los resultados cuantitativos obtenidos estan recogidos en la Tabla 22, donde s6lo
se muestran los cinco FAMEs relevantes de las cuatro muestras de biodiesel de
origen vegetal y de la muestra de biodiesel desconocida. Los datos obtenidos
mediante GC-IRMS se obtuvieron empleando el FAME C17:0 y el n-alcano C17
como patrones internos genérica. Para los analisis realizados por GC-FID se
utilizé el FAME C17:0 como patron interno. La cuantificacion mediante GC-FID
se llevo a cabo tal y como dicta la norma EN-14103:2011 (a excepcion del patron
interno).
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Figura 45. Perfil cromatografico del biodiesel desconocido UME-es obtenido tras la
aplicacion de la Dilucion Isotopica en linea de carbono en linea. EI FAME C17:0 fue el
patrén interno utilizado.

Los resultados presentados en la Tabla 22 se compararon estadisticamente por el
test-t de Student. Para ello se enfrentaron graficamente las concentraciones
obtenidas para los FAMEs mayoritarios de todas las muestras analizadas,
tomando como referencia los resutlados obtenidos mediante GC-FID. Como se
puede observar en la Figura 46 existe una buena correlacion entre las
concentraciones obtenidas mediante Dilucion Isotopica en linea de carbono y las
obtenidas mediante GC-FID, empleando como patron interno genérico el FAME
C17:0. Los datos obtenidos tras la comparacion estadisticas no excenden de los
valores teoricos, indicando que no existen diferencias significativas entre los
métodos comparados. Por lo tanto, los resultados obtenidos en este estudio
mediante GC-IRMS indican que la metodologia propuesta es una buena
alternativa al método GC-FID de referencia empleado en la norma EN 14103.
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Tabla 22. Concentracion de los FAMEs individuales, expresada en mg/g, de las
cinco muestras de biodiesel analizadas, obtenida mediante Dilucion Isotopica en
linea de carbono (utilizando dos patrones internos diferentes) y comparada con la

obtenida mediante GC-FID.

FAME GC-FID GC-C-MS GC-C-MS
Cl17:01S C17:.01s n-C17 1S

SME-mx

Methyl palmitate (C16:0) 102,84 + 0,24 107,7+1,4 104,3+0,7
Methyl stearate (C18:0) 39,02 £ 0,03 40,7 +0,2 43,2 +0,5
Methyl oleate (C18:1) 211,18 + 0,76 209,8+2,4 211,4+1,3
Methyl linoleate (C18:2) 552,53 + 3,21 540,8 + 19,3 5279+1,1
Methyl linolenate (C18:3) 85,01 +£ 0,47 85,4+3,4 90,1+25
SME-br

Methyl palmitate (C16:0) 104,08 £ 0,07 107,0+1,2 1078+ 1,4
Methyl stearate (C18:0) 29,68 + 0,02 31,6+0,6 356+0,5
Methyl oleate (C18:1) 278,22 + 1,10 279,0+1,4 283,1+1,1
Methyl linoleate (C18:2) 489,51 + 3,27 500,7 +7,4 486,2+2,5
Methyl linolenate (C18:3) 50,81 + 0,20 579+2,2 59,0+ 25
RME-de

Methyl palmitate (C16:0) 44,96 + 0,04 51,7+0,2 48,0+0,2
Methyl stearate (C18:0) 16,78 + 0,03 20,6 +0,4 23,1+£0,7
Methyl oleate (C18:1) 601,12+ 1,31 602,8 + 6,4 594,7+ 7.8
Methyl linoleate (C18:2) 186,75+ 0,45 205,3+8,4 2104 +2,4
Methyl linolenate (C18:3) 79,07 £ 0,20 87,4+27 87,1+1,6
CME-us

Methyl palmitate (C16:0) 40,00 £ 0,04 456+0,2 43,0+£0,3
Methyl stearate (C18:0) 19,03+ 0,04 22,4+0,3 25004
Methyl oleate (C18:1) 632,65+ 0,98 639,4 +6,0 6152+ 2,7
Methyl linoleate (C18:2) 171,82 +1,11 2025+9,1 194,3+2,0
Methyl linolenate (C18:3) 71,36 + 0,17 83,2+4,0 889+1,3
UME-es

Methyl palmitate (C16:0) 370,72+ 0,34 376,4£8,1 374,7+£2,0
Methyl stearate (C18:0) 40,89 £ 0,01 458+ 0,6 47,2+0,7
Methyl oleate (C18:1) 362,8 £ 0,33 362,6 £4,5 368,5+5,9
Methyl linoleate (C18:2) 160,82 £ 0,17 217,2+10,9 180,0+ 3,3
Methyl linolenate (C18:3) 11,10 £ 0,03 255+21 17,1+£0,5
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Figura 46. Comparacion estadistica del test-t de Student de la concentracion de FAMEs
encontrada en las muestras reales de biodiesel. EI método EN 14103 GC-FID fue
considerado como referencia.

IV.3.1.2 Caracterizacion quimica: determinacion del contenido total de
ésteres y del éster metilico del acido linolénico

La Norma 14214 recoge el contenido total de ésteres metilicos (>96,5%) y del
éster metilico del &cido linolénico (<12%) como pardmetros por los que se rige la
calidad de un biodiesel. En la Tabla 23 se muestran los valores obtenidos para las
cinco muestras analizadas, expresados como porcentaje en masa. Para la mayoria
de las muestras, el procedimiento de la Dilucidn Isotopica en linea de carbono dio
lugar a un mayor contenido de FAMEs. Estos valores concuerdan con los
obtenidos para el SRM 2772 B100 basado en soja cuando se tuvo en cuenta el
contenido del FAME C17:0 presente en la muestra, por lo que se puede intuir que
este FAME no se encuentra en las muestras reales de biodiesel analizadas como
compuesto minoritario. Una excepcion es el biodiesel basado en soja SME-mx.
En este caso el contenido total de FAMEs fue menor utilizando GC-IRMS que
mediante GC-FID. Por lo tanto, cabe pensarse que la presencia del FAME C17:0
puede estar influenciando los resultados.
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Tabla 23. Contenido total de los ésteres metilicos y del ester metilico de acido
linolénico, expresado en porcentaje en masa, de las cinco muestras de biodiesel
analizadas, obtenida mediante Dilucién Isotdpica de carbono en linea (utilizando
dos patrones internos diferentes) y comparada con la obtenida mediante GC-FID.

GC-FID C17:01S GC-C-MS C17:01S GC-C-MSn-C171S
Total C18:3 Total C18:3 Total C18:3
(% m/m) (% m/m) % m/m) (%m/m) (% m/m) (% m/m)

Muestra

SME-mx 99,1+03 850+0,05 984+20 85+03 97,7+03 9,0+0.3
SME-br 952+03 051+002 976+08 58+02 972+04 59%03
RME-de 929+01 791+002 968+11 87+03 963+08 8,7+0,2
CME-us 935+0,1 7,14+002 993+12 83+x04 96,6+04 89+0,1
UME-es 946+0,1 111+0,01 102,7+14 26+02 98,7+0,7 17+0,1

Las diferentes concentraciones encontradas para los FAMEs individuales de las
muestras analizadas obtenidas a partir de las distintas metodologias de analisis
empleadas para la cuantificacion, pueden ser discriminatorios en la calidad del
biodiesel. Los resultados obtenidos mediatne GC-FID indican que tan sélo el
biodiesel de soja SME-mx tendria un contenido en FAMEs apropiado, ya que
segun la Norma 14212 el contenido total de FAMEs debe ser superior al 96,5%.
Por otro lado, el contenido total de ésteres obtenido mediante GC-IRMS,
empleando tanto el C17:0 como el C17 como patrones internos, fue superior al
fijado por la Norma, por lo que todos los biodiesel tendrian la calidad adecuada
respecto a este parametro. Todas las muestras mostraron un contenido en el ester
metilico del acido linolénico inferior al marcado por la Norma por cualquier
metodologia de analisis empleada.

IV.3.1.3 Caracterizaciéon “fisica” de un biodiesel a partir de Ila
cuantificacion de sus principales FAMESs constituyentes

La determinacion de los FAMEs individuales de un biodisel puede proporcionar
informacidn acerca de sus propiedades fisico-quimicas. Pequefios cambios en la
composicion del los principales FAMEs constituyentes del biodiesel pueden
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afectar de manera significativa a sus propiedades. Como ya se ha mencionado,
existen ecuaciones matematicas capaces de relacionar los principales parametros
que afectan a la calidad de un biodiesel con su composicién en FAMEs. Por lo
tanto, es posible calcular algunos de los pardmetros recogidos en la Norma EN
14214 a partir de la concentracion de los FAMEs individuales para las 4 muestras
de biodiesel de origen vegetal proporcionadas por el proyecto JRP-ENGO9 y para
la muestra de biodiesel desconocida. Debido a las diferentes concentraciones
encontradas tras la aplicacion de las distintas metodologias analiticas, se
calcularon los valores de los pardmetros que afectan a la calidad de un biodiesel
utilizando los datos proporcionados tanto por GC-FID como por GC-Combustion-
IRMS y empleando los dos patrones genéricos escogidos para la cuantificacion.

1V.3.1.3.1 Indice de iodo

El indice de iodo es uno de los parametros presentes en la Norma EN 14214 por la
que se rige la calidad del biodiesel, con un valor méximo de 120 g 1/100 g
muestra. La determinacion de este pardmetro se realiza a partir de una valoracion
redox. Sin embargo, también es posible su calculo conociendo la concentracion de
los principales FAMEs individuales presentes en el biodiesel (% m/m), el nimero
de dobles enlaces y el peso molecular de cada FAME implicado (ecuacion [41]).
En la Tabla 24 se recogen los valores del indice de iodo encontrados a partir de la
concentracion de los FAMEs mayoritarios del biodiesel dados en la Tabla 23.

Tabla 24. indice de iodo de las cinco muestras de biodiesel analizadas, obtenido
mediante Dilucién Isotépica en linea de carbono (utilizando dos patrones
internos diferentes) y comparado con el obtenido mediante GC-FID.

indice de lodo (g 1/100g muestra)
Muestra GC-FID C17:01S GC-C-MS C17:01S GC-C-MSn-C17 1S

SME-mx 135,6 133,5 132,7
SME-br 1215 125,4 123,5
RME-de 104,3 109,8 109,9
CME-us 102,4 111,4 109,4
UME-es 61,7 75,2 67,1
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Los biodiesel basados en soja (SME-mx y SME-br) no cumplen con las
especificaciones de la Norma 14214 para este parametro. Sin embargo, el resto de
las muestras estan por debajo del limite marcado. Cabe destacar que el indice de
iodo obtenido para la muestra de biodiesel desconocida es muy inferior al resto de
muestras analizadas. Uno de los FAMEs mayoritarios de este biodiesel es el
FAME C16:0, por lo que es normal que el indice de iodo, relacionado con el
nimero de insaturaciones de los FAMES mayoritarios, sea menor para esta
muestra.

Los valores calculados para el indice de iodo presentan una variacion significativa
dependiendo de la metodologia empleada para la determinacién del contenido de
los FAMEs individuales del biodiesel. Para las muestras proporcionadas por el
proyecto la diferencia maxima entontrada fue para el biodiesel basado en canola,
Ilegando a obtener un error del 8,8% entre los datos obtenidos mediante GC-FID y
GC-IRMS cuando se emplea el C17:0 como patron interno. El error aumenta
hasta un 22% para la muestra desconocida. Este error se debe principalmente a la
diferencia de concentracion encontrada para el FAME 18:2 mediante ambas
metodologias. Seria necesario el empleo de la metodologia recomendada por la
Norma EN 14214 para poder discutir los resultados obtenidos.

1VV.3.1.3.2 NUmero de cetanos

El numero de centanos es un parametro sin unidades que esta relacionado con el
tiempo de ignicion de un combustible en un motor diésel. Cuanto mayor sea el
namero de cetanos de un combustible menor sera su tiempo de ignicién, por lo
que un combustible ideal sera aquel que presente un alto nimero de cetanos. Este
parametro aumenta con el grado de saturacion de los FAMESs constituyentes de un
biodiesel. Generalmente, el biodiesel alcanza el valor minimo establecido en las
especificaciones de la Norma EN 14214, la cual recomienda un numero de
cetanos superior a 51. Sin embargo, el biodiesel puro basado en soja no siempre
cumple con las especificaciones.

En la Tabla 25 se muestra el numero de cetanos calculado a partir de la
concentracion de los principales FAMEs individuales de las cinco muestras de
biodiesel analizadas (ecuacion [42]). Los biodiesel basados en soja no cumplen
con las especificaciones de la Norma EN 14214 para este parametro. Sin embargo,
el biodiesel basado en soja procedente de Brasil SME-br si llega al minimo de 47
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recomendado por la norma americana ASTM D6757. De nuevo, la variabilidad
existente en las concentraciones calculadas a partir de las diferentes metodologias
empleadas condiciona la calidad del biodiesel. Por ejemplo, el biodiesel basado en
canola CME-us no llega al minimo de 51 recomendado por la Norma EN 14214
cuando se emplea el procedimiento de la dilucién isotopica de carbono en linea
utilizando el FAME C17:0 como patrén interno, mientras que si lo hace cuando se
utiliza el patrdn interno C17 o mediante GC-FID. Por lo tanto, seria recomendable
utilizar un método de referencia estandar para el calculo de este parametro.

Tabla 25. Numero de cetanos de las cinco muestras de biodiesel analizadas,
obtenida mediante Dilucion Isot6pica en linea de carbono (utilizando dos
patrones internos diferentes) y comparados con los obtenidos mediante GC-FID.

NUmero de Cetanos
Muestra GC-FID C17:01S GC-C-MSC17:01S GC-C-MSn-C171S

SME-mx 445 45,2 45,6
SME-br 48,9 47,3 47,8
RME-de 53,7 51,2 51,4
CME-us 54,0 50,1 51,4
UME-es 61,8 56,5 59,4

De todos los biodiesel analizados, la muestra desconocida es la que ofrece un
mayor nimero de cetanos, por lo que seria la mejor eleccion como combustible
para motores diésel.

1VV.3.1.3.3 Viscosidad cinematica

El grado de viscosidad de un biodiesel aumenta con la longitud de la cadena y con
el grado de saturacion de los FAMEs que lo cosntituyen. Por lo tanto, de nuevo es
posible la determinacion de este pardmetro a través del perfil composicional del
biodiesel (ecuacion [43]). El rango especificado por la Norma 14214 para este
parametro es de 3,5-5 mm?/s. En la Tabla 26 se encuentran recogidos los valores
calculados de la viscosidad cinematica para las cinco muestras de biodiesel
analizadas, a partir de la concentracion de los FAMEs individuales constituyentes
de cada biodiesel. Segin la Norma europea ninguno de los biodiesel entraria
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dentro de las especificaciones marcadas. Sin embargo, el rango para la viscosidad
cinematica es mucho mas amplio para la norma americana (1,9-6 mm?/s). En este
caso, todos los biodiesel analizados cumplirian con la viscosidad deseada para su
empleo en motores diésel.

Tabla 26. Viscosidad cinematica de las cinco muestras de biodiesel analizadas,
obtenida por la cuantificacion de los FAMEs mayoritarios mediante Dilucion
Isotopica en linea de carbono (utilizando dos patrones internos diferentes) y
comparados con los obtenidos mediante GC-FID.

Viscosidad cinematica (mm?/s)
Muestra GC-FID C17:01S GC-C-MS C17:01S GC-C-MSn-C17 1S

SME-mx 3,2 3,2 3,1
SME-br 3,1 3,2 3,2
RME-de 3,2 3,3 3,3
CME-us 3,2 3,3 3,3
UME-es 3,2 34 3,4

Las diferencias encontradas en la concentracion de los FAMEs individuales,
dependiendo de la metodologia empleada, no afectaron significativamente al valor
de la viscosidad. Esto se debe a que este pardmetro estd mas influenciado por la
longitud de la cadena y por el nimero de insaturaciones de los FAMESs
individuales que por su concentracion.

IV.3.2 DISCRIMINACION DEL BIODIESEL POR SU ORIGEN (TAREA
3)

La combinacién de los datos cuantitativos obtenidos para los principales FAMES
del biodiesel con los datos proporcionados por el Analisis Isotopico Especifico del
Compuesto (CSIA) se puede convertir en una util herramienta multidisciplinar
para la discriminacion del biodiesel por su origen. La realizacion del CSIA
requiere el calculo de deltas mediante GC-IRMS. Puesto que las modificaciones
realizadas sobre este equipo para la aplicacion de la Dilucion Isotdpica en linea de
carbono no evitan el uso del equipo para su verdadero fin, fue posible la
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realizacion de esta tarea a través del calculo de los deltas de carbono de los
principales FAMESs constituyentes del biodiesel empleando el mismo instrumento.

1VV.3.2.1 EIl Analisis Cuantitativo como factor discriminante

Con el objetivo de corroborar los datos cuantitativos obtenidos de las diferentes
muestras de biodiesel analizadas y proporcionar informacién adicional sobre el
origen vegetal de la muestra de biodiesel desconocido recurrimos a la base de
datos proporcionada por Hoekman y col. obtenida tras una extensa revision
bibliogréfica en la caracterizacion de biodiesel. (ref)

Teniendo en cuenta que los FAMEs C18:1 y C18:2 son los de mayor abundancia
en la mayoria de los biodiesel estudiados, la relacion existente entre ambos
FAMEs podria ser el primer paso para la discriminacion del biodiesel por su
origen vegetal. Para ello, se representd la concentracion del FAME 18:1 frente a
la del C18:2 haciendo uso de los datos bibliograficos para diferentes tipos de
biodiesel: camelina, canola, maiz, jatropa, palma, colza, cartamo, soja y girasol.
La Figura 47 recoge los datos obtenidos a partir de dicho enfrentamiento con su
incertidumbre asociada. Ademas, también se afiadieron los datos obtenidos para
las muestras reales de biodiesel analizadas empleando los tres procedimientos de
cuantificacion. Los marcadores circulares representan los datos existentes en la
literatura, y los marcadores romboides los obtenidos de las muestras reales de
biodiesel analizadas.

Como se puede observar en la Figura 47 la relacion existente entre los FAMES
C18:1 y C18:2 diferencia todos los biodiesel representados, a excepcion de los
basados en colza y canola. El perfil composicional de ambos es muy similar para
cualquiera de los FAMEs mayoritarios, por lo que su diferenciacion no fue
posible. Ademas, los biodiesel basados en cartamo y girasol también mostraron un
pequefio solapamiento. Por otro lado, los datos experimentales obtenidos para las
muestras de biodiesel basados en soja, colza y canola estuvieron en concordancia
con los datos recogidos en la literatura. Sin embargo, el biodiesel basado en soja
SME-b no entra en la relacion [C18:1]/[C18:2] proporcionada por la literatura a
pesar de su proximidad. La diversidad en el origen geografico de las materias
primas, los procesos de transesterificacion, distribucion y almacenaje del
biodiesel, y las metodologias empleadas para la cuantificacion pueden provocar
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grandes cambios en el perfil composicional de un biodiesel. Por lo tanto, la
desviacion observada para el biodiesel basado en soja SME-b no se considero
significativa.
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Figura 47. Representacion gréafica de la correlacion entre las concentraciones de los
FAMEs C18:1y C18:2 como parametro para la discriminacion del biodiesel por su
origen vegetal.

Por ultimo, los datos obtenidos para la muestra desconocida no se pudieron
asociar a ningun origen vegetal concreto. Por lo tanto, este biodiesel podria ser el
resultado de la mezcla de dos biodiesel de diferente origen vegetal. Debido a su
alto contenido en el FAME C16:0, uno de los biodiesel utilizados en la mezcla
podria haber sido el biodisel basado en palma, que se caracteriza por su alto
contenido en este FAME (42,5%). Si se traza una linea recta entre los datos de
correlacion obtenidos para el biodiesel basado en palma y los obtenidos para el
biodiesel desconocido, esta linea desemboca en los datos de correlacion obtenidos
para el biodiesel basado en soja. Evidentemente, la posicion del biodiesel
desconocido en la linea que une a cada uno de los dos biodiesel candidatos a estar
formando parte de la mezcla, pudo proporcionar informacion sobre la cantidad
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relativa de cada uno de los biodiesel en la muestra desconocida. La relacion
tedrica obtenida fue de 80:20 para el biodiesel basado en palma y en soja,
respectivamente. En la Figura 48 se muestra el perfil de los FAMES mayoritarios
del biodiesel desconocido (mg/g) comparado con el perfil virtual de un biodiesel
obtenido a partir de la mezcla de un biodiesel basado en palma y en soja en una
proporcién 80:20. Tal y como se puede observar, los datos estan en perfecta
concordancia, lo que parece corroborar la suposicion. Sin embargo, no se pueden
descartar otras posibles mezclas, o la simple adicion del FAME 16:0 para mejorar
la capacidad oxidativa del biodiesel.
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Figura 48. Comparacion de la concentracion de los FAMEs mayoritarios del biodiesel
desconocido UME-es con los de un biodiesel virtual formado a partir de la mezcla de un
biodiesel basado en palma y soja en una proporcion 80:20.

El Analisis de Componentes Principales (ACP) es una herramienta estadistica
muy empleada en la discriminacion de las diferentes muestras analizadas a partir
de una serie de variables estudiadas. Esta herramienta permite agrupar las
diferentes variables cuantitativas numéricas de un estudio en grupos de variables,
de manera que cada agrupacion contiene variables correlacionadas entre si y cada
uno de dichos grupos es entre si independiente, es decir, aporta diferente tipo de
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informacién. A cada grupo de variables se le denomina componenete o factor
principal.

Para realizar el analisis de componentes principales se tomaron cinco variables.
Estas variables se correspondieron con la concentracion de los FAMESs
individuales de las cinco muestras analizadas mediante los tres procedimientos de
cuantificacion, junto con los datos proporcionados por la literatura. El tratamiento
estadistico de los datos permitié agrupar las cinco variables en dos componentes
principales que recogieron el 75% de la informacién proporcionada por las cinco
variables objeto de estudio. La concentracion de los FAMEs C18:0, C18:1 y
C18:3 se asignd al componenete principal 1, mientras que la concentracion de los
FAMEs C16:0 y C18:2 se asignd al componenete principal 2. En la Figura 49 se
muestra la representacion grafica obtenida. De nuevo, los marcadores circulares
representan los datos recogidos en la literatura para los biodiesel de diferente
origen vegetal, mientras que los marcadores romboides se corresponden con los
obtenidos de las muestras reales de biodiesel analizadas en este estudio.
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Figura 49. Analisis de componentes principales realizado a partir de la concentracion de
los principales FAMEs individuales del biodiesel en diferentes muestras de origen

-219-



Resultados y discusion

vegetal y geogréfico. Los marcadores circulares representan los datos recogidos en la
literatura y los marcadores romboides las muestras analizadas en este estudio.

La estadistica aplicada al analisis de componentes principales no permitié extraer
informacién adicional acerca del origen biolégico o geografico de las diferentes
muestras estudiadas, mas alla de la proporiconada por el analisis de regresion
lineal realizado para la concentracion de los FAMEs 18:1 y C18:2. La similitud
del perfil composicional de los biodiesel basados en colza y canola sigue sin
permitir su discriminacién. Por otro lado, los datos experimentales obtenidos para
las muestras de biodiesel basados en soja permiten la discriminacion por su origen
geografico, aunque seria necesario una mayor cantidad de datos para poder
confirmar esta diferenciacion. Por altimo, la muestra de biodiesel desconocida
sigue mostrando el mismo comportamiento, sin poder asociarla a ningln origen
vegetal concreto. Ademas, la composicién de este biodiesel de nuevo vuelve a
encontrarse entre la composicion del biodiesel basado en palma y el basado en
soja, aunque otras combinaciones también serian posibles.

IV.3.2.2 Andlisis  Isotépico Especifico del Compuesto como factor
discriminante

En este estudio nos centraremos en la determinacion de los deltas de carbono de
los principales FAMEs del biodiesel para las cuatro muestras proporcionadas por
el proyecto JRP-ENQ9 y para la muestra desconocida de biodiesel. El equipo GC-
IRMS vino configurado de fabrica tan solo para la medida de las relaciones
isotopicas de carbono, por lo que la determinacion de los deltas de hidrogeno y
oxigeno, elementos también presentes en los FAMEs, no fue posible a pesar de
que proporcionarian informacion adicional y posiblemente discriminatoria.

El primer paso para llevar a cabo el analisis isotopico especifico del compuesto
fue desconectar la entrada del flujo del trazador isotopico del sistema, conectado a
través del soporte para la division de flujos localizado en el interior del horno
cromatografico (ver Figura 17). Una vez desconectado se cambi0 la configuracion
de trabajo. En este caso, la amplificacion para m/z 45 debe ser 100 veces mayor
que para m/z 44 debido a la relacién de las abundacias naturales del carbono.
Sorprendentemente, tan solo fue necesaria una hora de purga para eliminar
completamente la sefial para m/z 45 procedente del trazador isotépico **CO,.
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En este estudio se empled un estdndar de referencia formado por una mezcla de
los n-alcanos C11, C15 y C20 certificados en delta de carbono y adicionados a la
muestra antes del andlisis cromatografico. El estandar de referencia se adiciond a
las muestras en una concentracion adecuada para obtener una sefial similar a la de
los analitos. Ademas, se introdujeron pulsos de CO, a lo largo del analisis
cromatografico para comprobar la variacion del delta durante el andlisis. En la
Figura 50 se muestra un cromatograma modelo para la derminacion de deltas de
carbono empleando la estrategia propuesta en este estudio. EI perfil
cromatografico de FAMEs se corresponde con la muestra de biodiesel basado en
soja SME-mx. Es necesario comentar que el programa cromatografio fue
ligeramente modificado debido a la introduccion de los pulsos de CO; a lo largo
del analisis. El tiempo isotérmico inicial del horno fue de tres minutos en lugar de
uno. La dilucién de la muestra en n-hexano fue de 1:1700 y la concentracién del
patron de referencia fue de 15 pg/mL.
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Figura 50. Cromatograma modelo obtenido mediante GC-IRMS para el célculo de 6°C
de los FAMESs mayoritarios del biodiesel basado en soja SME-mx.
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En el cromatograma de la Figura 50 se puede observar como la intensidad de la
sefial para las tres masas medidas (44, 45 y 46), necesarias para el célculo de
deltas de carbono, es practicamente la misma debido a la configuracion de copas
utilizada. Al igual que en la estrategia seguida para la cuantificacion mediante
IDMS en linea de carbono se trabajé en modo backflush durante los primeros y
ultimos minutos del andlisis para evitar la entrada del disolvente y de los
compuestos eluidos durante el sangrado de la columna en el reactor de
combustion. Los compuestos presentes en el estdndar de referencia eluyen
préximos a los FAMEs mayoritarios del biodiesel. Ademas, su elucién tiene lugar
en una zona limpia del cromatograma por lo que no se produce ningun tipo de
interferencia cromatografica que podria dar lugar a valores de delta errdneos.
También se pueden observar los pulsos de CO; introducidos a lo largo del
analisis. Tres pulsos fueron introducidos al comienzo y al final del anélisis
durante el modo de trabajo backflush, y dos durante el modo de trabajo directo
con la intencidn de observar posibles variaciones durante los diferentes modos de
trabajo utilizados.

1V.3.2.2.1Eleccién del estandar de referencia para el calculo de d°C

Como ya se ha mencionado, el estandar de referencia contiene tres n-alcanos
certificados en 83C. Uno de ellos actuard como verdadero referente para el
calculo de deltas, mientras que los otros dos se emplearan para confirmar la
ausencia de discriminacion de los diferentes compuestos durante el andlisis y la
idoneidad de los parametros del procesador de datos para el calculo del delta. Asi,
cuando se introduce en el software el valor del delta para el compuesto elegido
como referencia, el valor calculado por el equipo para los otros dos compuestos
debe estar en perfecta concordancia con el valor certificado. En la Tabla 27 estan
recogidos los valores de delta calculados para los n-alcanos presentes en el
estandar de referencia y para los pulsos de CO, cuando cada uno de los
compuestos certificados en delta fue escogido como referencia.

La desviacion estandar obtenida esta dentro de los valores normales para el §'°C
de + 0,5%0 cuando el calculo del delta se realiza en estandares. La desviacion
estandar en muestras reales puede aumentar hasta un £ 1,5%.. El error cometido
en los valores de delta calculados fue menor del 1,4% en todos los casos. Este
error da lugar a una incertidumbre menor de 0,5%o en el valor del delta por lo que
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cualquiera de los compuestos puede ser utilizado como referencia. Ademas, el
delta de carbono para los pulsos de CO, fue estable a lo largo de todo el analisis,
lo que confirma la idoneidad de la metodologia para la determinacion de deltas. El
estandar utilizado como referencia fue el n-alcano C15 y su eleccion se realiz6 de
manera arbitraria.

Tabla 27. 613C calculado para el estandar de referencia (C11, C15,y C20) y
para los pulsos de CO2 tomando cada uno de los compuestos certificados como
referencia. La incertidumbre asociada se da como la desviacién estandar para

n=10.
3°C %o
Referencia Cl1 C15 C20 pulso CO,
Cl1 *-26,11 -29,84 + 0,31 -32,84 £ 0,20 -40,22 £ 0,17
Ci15 -26,49 £ 0,31 *-30,22 -33,21£0,20 -40,60 = 0,35
C20 -26,29 £ 0,20 -30,02 £ 0,26 *-33,06 -40,40 £ 0,24

*Valor de delta certificado

IV.3.2.2.2 Determinacién del 8*3C de los principales FAMES en muestras
reales de biodiesel

En la Tabla 28 se muestran los resultados de los &3C obtenidos para los
principales FAMEs de las cinco muestras de biodiesel analizadas.

Tabla 28. 613C de los principales FAMEs de las muestras de biodiesel de origen
vegetal, calculados mediante GC-IRMS. La incertidumbre asociada se
corresponde con la desviacién estandar para n=5.

6 °C
FAME SME-mx SME-br RME-de CME-us UME-es
C16:0 -31,55+0,03 -31,09+0,08 -30,56+0,13 -30,72+0,08 -32,39+0,72
C18:0 -31,99+0,11 -31,66+0,16 -30,99+0,12 -31,24+0,47 -33,67+0,39
C18:1 -30,56+0,09 -30,45+0,16 -30,09+0,10 -30,44+0,27 -30,92+0,56
Cc18:2 -31,20+0,18 -30,79+0,05 -29,97+0,25 -28,47+0,99 -30,07+0,40
Cc18:3 -30,70+0,48 -31,36+0,43 -30,69+0,36 -29,31+0,96 -28,18+2,21
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Ninguno de los valores obtenidos supera la incertidumbre maxima de 1,5%o en
muestras reales. Los valores de delta encontrados, por si solos, no permiten una
diferenciacion clara de los biodiesel analizados debido a la proximidad en los
valores encontrados. Sin embargo, fue posible la construccion de la huella dactilar
de cada una de las muestras de biodiesel a partir de los deltas calculados para cada
FAME individual de la muestra. Estos valores de delta se normalizaron respecto
al °C del FAME 18:1 para reducir posibles efectos de discriminacion
relacionados con el clima, la distribucion o el almacenamiento. En la Figura 51 se
muestran las huellas dactilares obtenidas para las distintas muestras de biodiesel
analizadas. A pesar de obtener una huella dactilar representativa para cada
biodiesel basado en un origen vegetal y geografico determinado, la incertidumbre
asociada a cada valor del delta de carbono normalizado no permite una
discriminacion clara entre las diferentes muestras.
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Figura 51. Huella dactilar de 6*°C para las cinco muestras de biodiesel analizadas. El
5"C del FAME C18:1 fue utilizado como estandar interno de referencia.
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A través del analisis de componentes principales se logrd6 una mayor
discriminacion de las muestras por su origen vegetal y geografico a través de los
deltas de carbono calculados para cada FAME individual de las muestras de
biodiesel. La representacion grafica del ACP se muestra en la Figura 52. Las
varibles objeto de estudio se pudieron clasificar en dos componentes principales
que recogen el 98% de la informacion proporcionada por todo el conjunto de
datos. Los deltas de carbono de los FAMEs C16:0, C18:0, C18:1 y C18:3 se
asignaron al componente principal 1, mientras que el deltas de carbono del FAME
C18:2 se asignd al componente principal 2. En la Figura 52 se puede observar la
discriminacion tanto por el origen vegetal como geografico de los diferentes
biodiesel. Sin embargo, es necesario el analisis de una mayor cantidad de
muestras de diferente naturaleza y origen para crear una base de datos que permita
su diferenciacion.
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Figura 52. Andlisis de componentes principales realizado a partir de los 6*°C de los
principales FAMEs individuales del biodiesel en diferentes muestras de origen vegetal y
geografico.
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1VV.3.2.3 Combinacion de la IDMS en linea de carbono con CSIA para la
discriminacion del biodiesel por su origen

Con el objetivo de obtener una mayor discriminacion del biodiesel por su origen
se realiz6 un analisis de componentes principales tomando como variables tanto
las concentraciones obtenidas de los 5 FAMEs mayoritarios del biodiesel como el
valor del 8'*C para las cinco muestras analizadas. En esta ocasion sélo se tuvieron
en cuenta los datos cuantitativos obtenidos mediante GC-IRMS empleando el
FAME C17:0 como patron interno, como metodologia de referencia.

El ACP permitié agrupar las diez variables estudiadas en dos componentes
principales que recogieron el 94% de la informacion proporcionada por el
conjunto de variables evaluadas.
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Figura 53. Analisis de componentes principales realizado a partir de la concentracion y
los 5"C de los principales FAMEs individuales del biodiesel en diferentes muestras de
origen vegetal y geografico.

Las variables agrupadas en el componente principal 1 fueron la concentracion de
los FAMEs C16:0, C18:0 y C18:3, y el delta de carbono de los FAMEs C16:0,
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C18:0 y C18:1, y las agrupadas en el componente principal 2, la concentracion de
los FAMEs C18:1 y C18:2, y el delta de los FAMEs C18:2 y C18:3. La Figura 53
muestra la discriminacién obtenida cuando se emplea esta herramienta estadistica.
La discriminacién proporcionada es muy similar a la obtenida cuando so6lo se
tienen en cuenta los deltas de carbono como variables cuantitativas numéricas. Por
lo tanto, parece que la gran influencia de los deltas de carbono para la
diferenciacion del biodiesel por su origen minimiza el poder de discriminacion de
la concentracion de los FAMEs individuales. Evidentementne, este tipo de
estudios requeriria una mucha mayor poblacién para obtener resultados mas
solidos.
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Como conclusién general del trabajo desarrollado en la Presente Tesis Doctoral se
puede decir que la Dilucién Isotopica en linea de carbono representa el primer
sistema de deteccion verdaderamente genérico y universal de compuestos
organicos para cromatografia de gases, tan afiorado y buscado en la Quimica
Analitica.

A continuacion se resumen las principales conclusiones concretas que se derivan
del trabajo realizado:

1. Por primera vez, la Dilucién Isotopica en linea de carbono en combinacion
con un equipo modificado GC-IRMS e inyeccion PTV ha demostrado
proporcionar una cuantificacion exacta y precisa de cualquier compuesto
organico, independientemente de su punto de ebullicidn, estructura y presencia de
heteroatomos, sin la necesidad de estandares especificos o estrategias de
calibracién. Por lo tanto, se puede considerar un detector independiente del
compuesto verdaderamente universal, donde la sefial depende exclusivamente del
nimero de atomos de carbono del compuesto. Este hecho abre las puertas a su
aplicacion en diferentes campos tales como la determinacion de la pureza de
estandares organicos sin la necesidad de patrones especificos de calibracién, y el
control de calidad de productos petroquimicos donde un gran numero de
compuestos puede ser cuantificado con un solo patron genérico.

2. La busqueda de la instrumentacidn adecuada para extender la metodologia a
un mayor nimero de compuestos organicos permitié comparar las caracteristicas
analiticas del prototipo inicialmente desarrollado con las ofrecidas por los equipos
GC-IRMS empleados para las medidas de alta precision de las variaciones
isotopicas naturales de los isétopos estables de los elementos ligeros. Se observé
que en comparacion con el prototipo instrumental GC-combustion-(Q)-MS, el
nuevo sistema proporciond una resolucion cromatografica y limites de deteccion
ligeramente peores. Sin embargo, el uso de un analizador de masas de sector
magnético de tipo multicolector proporcion6 una precision en la relacion isotdpica
de un orden de magnitud menor, a expensas de sacrificar la capacidad de
caracterizacion de un cuadrupolo convencional trabajando en modo full scan. Por
supuesto, los instrumentos GC-IRMS pueden ofertar la posibilidad de trabajar con
un segundo detector de MS para fines tanto cuantitativos como de identificacion,
pero esto lleva asociado un coste adicional elevado en la instrumentacion.
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3. El desarrollo de una instrumentacion que se adecUe a las necesidades del
procedimiento de la Dilucién Isotopica en linea de carbono, proporcionando un
menor ensanchamiento de los picos cromatograficos, y una mayor transmision de
la corriente i6nica, con el fin de aumentar la sensibilidad instrumental sin perder
la capacidad de elucidacion estructural para poder asegurar asi la pureza de pico
cromatografico, aumentaria sin duda el campo de aplicacion de la metodologia.
Asi como los avances en la instrumentacién GC-IRMS dieron lugar a una mayor
aplicacion de la técnica por el gran interés de los resultados que proporcionaba,
dejando asi de ser una técnica muy restringida para convertirse en una técnica mas
universal, la posibilidad de obtener un equipo que proporcione las mejores
caracteristicas analiticas para la aplicacion de la Dilucion Isotopica en linea de
carbono seria, sin duda, un gran avance para la extension de la metodologia tanto
en analisis de rutina como en laboratorios de investigacion.

4. La Dilucién Isotopica en linea de carbono ha demostrado poseer un caracter
verdaderamente genérico y universal en comparacion con el detector mas
universal y establecido en GC, el detector de ionizacion de llama (FID). Ha
resultado ser una alternativa al método de referencia establecido (norma
EN14103) para la determinacion del contenido de los ésteres metilicos de acidos
grasos en biodiesel, proporcionando la cuantificacion absoluta de los FAMEs
saturados e insaturados en un amplio rango de puntos de ebullicién y nimeros de
atomos de carbono.

5. Ademas, el procedimiento propuesto no muestra limitaciones en la seleccién
del patrén interno como si lo hace el detector FID cuando la correccion del
namero de carbonos efectivo (ECN) no es aplicada, ya que su respuesta no es
totalmente independiente de la estructura del compuesto. Aun asi, dicha
correccion ECN es limitada y ademas no proporciona la exactitud que se alcanza
con la IDMS en linea de carbono debido principalmente debido a la
discriminacion de los FAMEs de alto peso molecular en el inyector split/splitless
que es necesaria tener en cuenta ya que no se produce la compensacion de una
mayor respuesta con el mayor nimero de carbonos. El inyector PTV es una buena
alternativa ya que muestra una discriminacion minima entre los diferentes
compuestos y ha mostrado ser ideal para la aplicacion del método GC-
Combustion-MS.
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6. Otra ventaja de la metodologia propuesta respecto al detector FID es que
cualquier posible fuente de inestabilidad en la sefial analitica debida a la deriva
instrumental o efectos de matriz, se corrige en tiempo real por el trazador, por lo
que se obtienen resultados de mayor calidad analitica en cuanto a exactitud y
precision. Sin embargo, al igual que con el detector FID, es necesaria una
resolucion cromatogréfica completa entre todos los compuestos analizados. Asi,
este método seria de dificil aplicacion en muestras muy complejas como las
medioambientales, clinicas o alimentarias. En estos casos, el desarrollo de nuevas
columnas cromatogréaficas que ofrezcan la resolucién adecuada, el empleo de
estrategias de cromatografia bidimensional (GC x GC, LC x GC), y el desarrollo
de detectores que permitan tanto una deteccion como un registro rapido de la
sefial, serian algunos puntos clave para el desarrollo de la metodologia en este tipo
de aplicaciones.

7. Por ultimo, las modificaciones instrumentales realizadas sobre la
instrumentacién GC-IRMS para la aplicacion de la IDMS en linea de carbono no
repercuten en el funcionamiento del equipo para realizar el analisis isotopico
especifico del compuesto (CSIA), caracteristico de esta instrumentacién. Se
demostré que la eliminacion del fondo para la sefial m/z 45 procedente del
trazador isotépico *CO, se puede realizar muy facilmente (tan sélo una hora fue
necesaria). Por ello fue posible determinar las pequefias variaciones en las
abundancias isotopicas naturales de los FAMEs de un biodiesel a traves del
calculo de los deltas de carbono con la exactitud y precision adecuadas. Dicha
informacién, junto con el perfil cuantitativo exacto y preciso de los FAMEs
presentes en el biodiesel obtenido por la Dilucion Isotopica en linea de C, parece
poseer un gran potencial para estudios de discriminacion por el origen y de fraude
en muestras de biodiesel.
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We describe the instrumental modification of a commercial gas chromatography isotope ratio mass
spectrometer (GC-IRMS) and its application for on-line carbon isotope dilution. The main modification
consisted in the addition of a constant flow of enriched '*CO; diluted in helium after the chromatographic
column through the splitter holder located inside the chromatographic oven of the instrument. In addi-
tion, and in contrast to the conventional mode of operation of GC-IRMS instruments where the signal
at m/z 45 is amplified 100-fold with respect to the signal at m/z 44, the same signal amplification was
used in both Faraday cups at m/z 44 and 45. Under these conditions isotope ratio precision for the ratio
44/45 was around 0.05% RSD (n=50). The evaluation of the instrument was performed with mixtures of
organic compounds including 11 n-alkanes, 16 PAHs, 12 PCBs and 3 benzothiophenes. It was observed
that compounds of very different boiling points could be analysed without discrimination in the injector
when a Programmable Temperature Vaporizer (PTV) injector was employed. Moreover, the presence of
heteroatoms (Cl or S) in the structure of the organic compounds did not affect their combustion efficiency
and therefore the trueness of the results. Quantitative results obtained for all the analytes assayed were
excellent in terms of precision (<3% RSD) and accuracy (average relative error <4%) and what is more

important using a single and simple generic internal standard for quantification.
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1. Introduction

GC-MS and GC-MS/MS with electron ionization (EI) have
become one of the most widely used techniques in laboratories
all over the world for the quantification of volatile or semivolatile
compound (directly or after chemical derivatization) in a wide
variety of samples. Of course, as EI is a molecular-ion source, its
response is molecule-specific for each single molecule to be ana-
lysed [1]. Therefore, traceable analytical standards for every analyte
are needed to carry out external calibrations or standard additions
when quantification is sought [2]. Additionally, and for more than
sixty years now, analytical procedures for the determination of
organic compounds by mass spectrometry have made also use of
isotopically labelled compounds (deuterated or 13C-labelled inter-
nal standards) for accurate quantification, based on the isotope
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dilution (ID) concept [3,4]. This method relies on the fact that the
instrumental response is identical for both, the natural abundance
and the isotopically labelled compound and that the recoveries
for non-chromatographic separation procedures are also identi-
cal. Therefore it can provide excellent sensitivity, accuracy and
precision. Unfortunately, a limited number of isotopically labelled
internal standards are commercially available.

In the search for quantitative estimation of various compounds
lacking standards or surrogates using GC-MS, predictive equations
have been derived for many Volatile Organic Compounds (VOCs)
from the linear regression analysis between their actual response
factors and their physicochemical parameters, mostly the number
of carbons [5]. The use of such predictive statistical approaches has
been furtherrefined using the effective carbon number, which takes
into account the functional groups present [6,7], providing ade-
quate levels of reliability for some limited mixtures of compounds
(10-17% percentage difference between predicted and actual val-
ues). Of course, the nature and number of these functional groups
and the number of carbons present determine such deviation,
which can increase up to 20-30% in more complex mixtures.
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The on-line carbon isotope dilution concept, introduced in 2009
[8], opened the door to the generic quantification of any organic
compound present in a sample without resorting to specific stan-
dards. A constant flow of a non-specific isotopic tracer (i.e. 13C0,)
was added continuously to the sample after the chromatographic
separation. Isotopic equilibration was obtained using a combustion
furnace located after the GC column which converted all com-
pounds into CO,. The continuous measurement of the isotope ratio
12¢/13C (obtained by measuring the signals at m/z 44 and 45 corre-
sponding to 12C0O, and 13CO,, respectively) in a quadrupole mass
spectrometer after electron ionization was the basis of the on-
line carbon IDMS procedure developed [8]. Later, the same authors
applied this concept to the evaluation of Solid Phase Micro Extrac-
tion (SPME) procedures as the absolute amount of an organic
compound fixed to the SPME fibre could be evaluated accurately
by this method [9]. However, there is one important limitation to
this on-line carbon IDMS procedure: any loss of substance occurring
before isotopic equilibration could lead to biased results. Isotopic
equilibration occurs here after the combustion furnace where all
organic compounds are converted into carbon dioxide. So, losses
of substance before or at the combustion oven will be problematic.
When working with GC, recoveries from the column are typically
quantitative [2], however fractionation effects during injection are
likely to occur in standard GC injectors if mixtures of compounds
with very different boiling points are analysed [10]. Moreover, the
presence of heteroatoms in the structure of the organic compounds
could negatively affect their combustion efficiency and therefore
the trueness of the results [11]. Obviously, losses occurring before
the injection in the gas chromatograph will not be corrected for
unless a suitable internal standard is employed.

On the other hand, natural variations in carbon isotope com-
positions of volatile compounds are measured routinely with
GC-combustion-IRMS instruments [12] in which a combustion
oven is employed to transform all organic compounds into car-
bon dioxide. Modern GC-IRMS instruments, such as the Delta V
Advantage from Thermo Scientific, employ a CuO/NiO/Pt tube at
ca. 1000 °C for combustion. Additionally, a Nafion membrane tube
is employed to eliminate water vapour from the combustion gases
reducing potential isobaric interferences at m/z 45 from proton
transfer reactions. These instruments are ideal to evaluate the ulti-
mate potential of the on-line carbon isotope dilution procedure as,
in contrast to previous home-made instruments [8,9], they provide
highly precise isotope ratios and have been optimized for the elim-
ination of potential interferences.

Therefore, in the present study a commercial GC-IRMS instru-
ment has been modified for the first time to evaluate its
applicability for on-line carbon isotope dilution. In addition, the
use of a Programmed Temperature Vaporizer (PTV) has demon-
strated to be ideal to prevent fractionation in the GC injector and
thus any loss of compounds before isotopic equilibration with the
non-specific isotopic tracer (13C0O,) had taken place. In this way,
the concept of on-line carbon isotope dilution could be extended
to mixtures of compounds with very different boiling points (n-
alkanes and PAHs) and heteroatom-containing organic compounds
(PCBs and benzothiophenes). The analytical characteristics of the
proposed compound-independent quantification procedure are
described.

2. Experimental
2.1. Reagents and standards
Solid enriched NaHCO3 (99% '3C enrichment) was purchased

as a high purity chemical reagent (purity >98%) from Cambridge
Isotopes Laboratories (Andover, Massachusetts, USA). Phosphoric

acid (99% puriss.), n-hexane and dichloromethane for organic
trace analysis grade, benzo(b)fluorene (BbF, 99.4% puriss.) and
3-methylbenzothiophene (3-Me-BT, certified purity 96%) were
obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). QTM PAHs Mix
(2000 pugmL-! each in dichloromethane) and CEN PCBs Mix
(10 pgmL~! each in n-heptane) were supplied by Supelco
(Bellefonte, PA, USA). QTM PAHs Mix contains: acenaphthene
(Ac), acenaphthylene (Ap), anthracene (A), benzo(a)anthracene
(BaA), benzo(a)pyrene (BaP), benzo(b)fluoranthene (BbF),
benzo(g,h,i)perylene (BghiP), chrysene (Ch), dibenz(a,h)anthracene
(DBahA), fluoranthene (Fl), fluorene (F), indeno(1,2,3-cd)pyrene
(IP), naphthalene (Na), phenanthrene (Pa), pyrene (P) and 2-
bromonaphthalene (BrNa). CEN PCBs Mixture is made up of 12
congeners: 194, 180, 138, 149, 44, 153, 101, 18, 52, 118, 28 and
31. A standard mixture of n-alkanes (Cg-Cypg, 40 pgmL~! each in
n-hexane) and pure standards of octadecane and pentadecane
(purity >99.8%), were purchased from Fluka (Seelze, Germany).
The compounds 1-benzothiophene (BT, 97% certified purity) and
dibenzothiophene (DBT, 98% certified purity) were obtained from
Acros (Springfield, NJ, USA). Chemical structure and abbreviations
of the PAHs, PCBs and thiophenes used are given in supplementary
Tables S1-S3.

All working standard solutions were prepared by dilution in
n-hexane. Thiophenes, octadecane and pentadecane were dis-
solved in n-hexane and were diluted in the same solvent. A
stock solution of benzo(b)fluorene (2000 g mL~!) was prepared in
dichloromethane. All solutions were stored in capped amber vials
at4-°C.

2.2. Instrumentation

2.2.1. GC-combustion-IRMS instrument

Gas chromatography was performed with a Thermo (Bremen,
Germany) Trace GC Ultra chromatograph equipped with a GC
Triplus Autosampler, PTV and split/splitless injectors, a GC-Isolink
interface and a Conflo IV universal interface coupled to a Delta V
Advantage sector field mass-spectrometer. The energy applied at
the EI source was 124 eV. Isodat 2.0 was used as data processor.

The GC-IRMS instrument was modified by adding a flow of
13C0, diluted in He after the chromatographic separation through a
splitter holder located inside the chromatographic oven. The post-
column spike was stored in a 5 L stainless-steel container (Iberfluid
Instruments, Barcelone, Spain) pressurized at 5 bar. The container
was equipped with a mass flow controller (Bronkhorst High-Tech,
Ruurlo, Netherlands) for precise supply of the post-column flow
tracer (0.5 mL 13C0O, min—1). Fig. 1 shows the scheme of the set-up.
Organic compounds are separated by GC and then continuously
mixed with the 13CO, flow. The mixture passes through a com-
bustion reactor at 1000°C where it is transformed into CO, and
H,0.Then, a Nafion semi-permeable membrane removes water and
avoids formation of 12C0O, H * in the ion source that may interfere
with the signal of 13CO,. A second modification was the use of a
3 x 108 Q resistor for amplification at mass 45 instead of the usual
3 x 101% Q. This resulted in equal amplification at masses 44 and 45.
The amplification employed in the Faraday cup at mass 45 could be
selected by software so the original configuration of the instrument
could be still used if required.

2.2.2. Chromatographic conditions

Separation of the compounds was achieved with a DB-XLB
column of 30 m x 0.32 mm x 0.25 wm film thickness (Agilent J&W
Scientific, Santa Clara, USA). The sample volume injected in the
GC was 1-2 pL. The split/splitless and PTV injectors were both
operated in splitless mode. Helium was used as carrier gas at a
flow rate of 1 mL min~! for all samples and conditions. Silcosteel®
and glass liners, with 2 mm of internal diameter, empty for both



L. Alonso Sobrado et al. / J. Chromatogr. A 1419 (2015) 99-108

101

7/ \
[ mizd4d =3 .908 Q) resistor,

R ]
I | mz4s 3 S
Autosampler ! =13 x108Q resistor]
I R : Faraday cups :
i MASS-FLOW *CO,yDOPED ! : :
! CONTROLLER HELIUM I i i

rﬁ 1

| ' | Magnet !
1 _ J ; 1 fe4 1
o & s & e o e i : :
1 1
1 1
1 1
( ) ] 1
= e | Ion source '
COMBUSTION REACTOR : (ED :
COLUMN = 1000°C He+H,0 1 :

1
Backflush : :
vent \ 1
0, He g MS L

CHROMATOGRAPHIC
OVEN Open
Split

Fig. 1. Schematic illustration of the setup showing the modifications made in the GC-IRMS instrument.

Table 1
Optimized PTV parameters.

Parameter Optimization range Optimum value
Injector heating rate 1-14.5°Cs™! 10°Cs™!
Injection speed 10-100 pLs~! 30 pLls!

Split flow 10-60 mL min~! 50 mL min~!
Splitless time 0.5-6 min 0.8 min
Injector isothermal time 0.10-0.50 min 0.10 min

Oven isothermal time 1-6 min 1.5min

PTV and splitless injection, were purchased from Thermo (Bre-
men, Germany). Microliter™ Syringes of 10 L were obtained from
Hamilton (Bonaduz, Switzerland). Instrumental conditions used for
PAHs standard solution (both PTV and hot splitless injections) as
well as for the mixture of PAHs and alkanes, PCBs and thiophenes
for PTV injections are detailed in supplementary Table S4. The opti-
mized parameters and range studied for PTV injection are listed in
Table 1.

2.2.3. Parallel GC-MS analysis

Identification of the compounds under study was performed
with a standard GC (6890N, Agilent Technologies) MS (5975B, Agi-
lent Technologies) fitted with a split/splitless injector and operated
in EI mode at 70 eV. The m/z range was 50-600 amu. Dwell time
was 100 ms. Transfer line, ion source and quadrupole tempera-
tures were maintained at 280°C, 230°C and 150°C, respectively.
Compounds were identified by comparison of the experimental
spectra with those of the Wiley 275 Mass spectral library database.
Chromatographic conditions were the same as those used with
GC-combustion-MS using splitless injection.

2.3. Procedures

2.3.1. Preparation of 13C0O,

The 13CO, spike diluted in He was prepared from '3C enriched
sodium hydrogen carbonate, with an isotopic enrichment of 99%, as
described elsewhere [9]. In brief, 200 mg of NaH!3CO3; were placed
in a 25 mL three-necked round-bottomed flask, previously purged
with He. Then, 300 L of concentrated H3PO4 were injected into the
flask through a septum cap. After the acid-base reaction, 4 mL of the
gaseous phase, containing 13C0O, were removed using a gas-tight

syringe and injected into the 5-L stainless-steel container. Finally,
the container was pressurized to 5 bar with He from a high pressure
cylinder.

2.3.2. Quantification using GC-combustion-IRMS with on-line
isotope dilution

12¢/13C jsotope ratios were obtained by simultaneous measure-
ment of the signals at m/z 44 and 45 (12C0O, and '3C0O,) in two
Faraday cups at the same amplification. Applying the on-line iso-
tope dilution equation to every point in the chromatogram, the
mass-flow chromatogram (ng of Cmin~! vs time) was obtained [3],
Then, the integration of the mass flow chromatogram directly pro-
vided the amount of carbon (in ng) eluted in each chromatographic
peak. An internal standard (IS) was employed in all cases to avoid
the difficult computation of the actual mass flow of the gaseous
enriched spike [13]. The peak areas of the analyte and the IS in the
mass flow chromatogram are both related to the unknown mass
flow of spike. However, the ratio of peak areas (analyte/IS) will be
equal to the actual ratio of concentrations in the injected sample
and independent of the mass flow of spike used in the calculations.
Thus, quantification of the amount of carbon under each peak can
be determined just by calculating the areas of the IS and those corre-
sponding to the other organic compounds under study in the mass
flow chromatogram. Therefore, the knowledge of the spike mass
flow is not needed, provided, of course, that there is not discrim-
ination between analytes and IS in the chromatographic injector.
The other usual advantages of the use of internal standards in gas
chromatography are kept in this mode of application (variability of
injection volume, recovery for non-chromatographic separations,
etc.).

3. Results and discussion
3.1. Modification of the GC—-combustion—-IRMS instrument

The GC-combustion-IRMS instrument at the University of
Oviedo was factory configured only for the measurement of car-
bon isotope ratios. After the combustion oven no reduction oven
was installed (required for nitrogen isotope ratios) and the output
of the oven was directly connected to the Nafion membrane tube
for water removal. Also, no liquid nitrogen trap was installed in our
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Fig. 2. Detail of the modifications performed in the splitter holder inside the chromatographic oven in order to add the >*CO, flow and operate the system in: (a) backflush

(BF) mode and (b) direct mode.

system. In our previous quadrupole home-made system for on-line
IDMS [8,9] we added the spike flow just after the combustion oven
and before the open split connected to the mass spectrometer as
no Nafion membrane was employed. In this system, and because
of the Nafion membrane tube, this configuration was not possi-
ble (small carbon dioxide losses in the Nafion membrane would
not be compensated) and we opted for adding the small flow of
13C0, diluted in He (ca. 0.5mLmin~!) after the chromatographic
column and before the combustion oven. For that purpose, we used
the splitter located inside the chromatographic oven which is nor-
mally employed to backflush the system and avoid the solvent to
reach the combustion oven. Fig. 2 shows a schematic of the con-
nections inside the chromatographic oven after the instrumental
modification that allows the continuous addition of the 13C0O, and
the operation of the instrument in backflush and direct mode. The
instrument could then be operated in backflush mode for the first
minutes of the chromatogram in order to prevent the solvent from
entering the combustion unit and therefore enlarged its catalytic
activity. The original procedure for reoxidation of the combustion
oven was kept in the new configuration.

In addition, our instrument was also factory configured in order
to have 2 amplification possibilities available at m/z 45. In this
way, and in contrast to the conventional mode of operation of
GC-combustion-IRMS instruments where the signal at m/z 45 is
amplified 100-fold with respect to the signal at m/z 44, the same
signal amplification (3 x 108 Q resistors) could be used in both
Faraday cups. Fig. 3a shows a zoom of the typical chromatogram
obtained with the modified instrument for the analysis of tetrade-
cane using split/splitless injection with a post-column spike flow of
0.5 mLmin~!.Bothm/z44 and 45 are shown. As can be observed, the
signal at m/z 45 is mostly constant while the signal at m/z 44 follows
the chromatographic profile with a peak width at half height of ca.
2.3s. Fig. 3b shows the same peak profile obtained with our previ-
ous GC-combustion-MS instrument which employed a quadrupole
analyser. The peak width was narrower but the signal was noisier.

Itis interesting to note that the addition of the 13C0O, did not pro-
duce a long-term and difficult to remove contamination at m/z=45
that could interfere with the use of the GC-combustion-IRMS
instrument in its standard configuration for compound-specificiso-
tope analysis. In fact, after removal of the connection to the splitter
from the 13CO, deposit and restoring the amplification at mass 45
in the software, the background signal at m/z =45 returned back to
its typical background value in less than 10 h (overnight).

3.2. Critical comparison with a standard GC-combustion-QMS
instrument

In comparison with our previous quadrupole GC-combustion-
MSinstrument [8,9] no identification capabilities are possible in the

new system. Previously, a six-way valve allowed the direct connec-
tion of the chromatographic column with the EI source, by-passing
the combustion oven, for regular scanning in order to identify the
different compounds under analysis by their fragmentation pat-
tern and to assess peak purity for each compound [8,9]. This can
be considered an important drawback of the new system, which
will prevent its direct application to samples containing unknown
compounds. However, there are many applications in which an
accurate determination by GC-MS is required for a small number
of known compounds on a routine basis (e.g. in the petrochemical
industry).

On the other hand, the expected isotope ratio precision for the
modified GC-IRMS should be much better. In order to confirm
that, we computed the background ratio 44/45 when using a post-
column spike flow of 0.5 mLmin~!. The relative standard deviation
was around 0.05% (n=50), which is one order of magnitude lower
than that attainable with our previous quadrupole GC-MS instru-
ment [8]. This much better precision is clearly shown in the stability
ofthe isotope ratio chromatogram shown in Fig. 3c. For comparison,
Fig. 3d shows the same results for our older GC-combustion-MS
instrument [5] with much higher baseline noise.

Unfortunately, a noticeable extra column peak broadening was
observed (0.038 min peak width at half height) in comparison
with our previous system (0.022 min) [9] and those typically found
when operating regular GC-MS or GC-FID instruments. This effect
is likely due to the extra components used in the commercial
GC-combustion-IRMS instrument, particularly the Nafion mem-
brane.

The detection limit obtained for tetradecane was 8ppb
(ngCg~1) based on three times the standard deviation of the base-
line. If we take into account the injection volume and the peak
width at the baseline (6.6 s approximately in this particular case,
Fig. 3¢), then we can make our detection limit independent of the
column employed and the carrier gas flow rate. The value found
was 1.6 pgCs~1, being a bit higher that those provided by a mass
spectrometer in full scan mode (1 pgCs~1) and clearly better than
those of a flame ionization detector (10 pg Cs~1). Interestingly, this
detection limit was slightly worse than that obtained using the
same on-line C isotope dilution concept but operating a standard
quadrupole-based MS (0.8 pgCs~1) [9], likely due to the wider
peaks obtained.

3.3. Evaluation of injector fractionation effects

As indicated before, one of the few requisites for the application
of the on-line carbon isotope dilution procedure is the quantitative
transmission of the analytes (including the IS) from the syringe
to the combustion oven. Once the mixture between the natural
12C0, and the continuously added '3CO, is produced, losses or
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Fig. 3. Typical intensity (a and b) and 44/45 ratio (c and d) chromatograms obtained with the modified GC-IRMS (a and c) and the previous GC-QMS (b and d) instruments

for tetradecane (8 wg Cg~') using a post-column 3CO, spike flow of 0.5 mLmin~!.

ionization suppression events would not affect the quantitative
results. On the other hand, the isotope dilution procedure is ideal to
study injector fractionation effects as losses during injection can be
easily quantified. In order to assess the possible fractionation dur-
ing the injection step we resorted to a certified standard mixture
of 16 polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), which covers both,
a very wide interval of boiling points (218-525°C) and number
of carbons (10-22 C) (see supplementary Table S1). This mixture
contains most of the PAHs present in the Environmental Protec-
tion Agency (EPA) list as priority contaminants [14]. It is worth
stressing that it is difficult to carry out such fractionation assess-
ments at the GC injector using alternative detection techniques
such as FID or EI-MS where the signal is slightly dependent on the
chemical formulae and structure of the compounds under study
[1,15].

The gas chromatograph used is equipped with a conventional
split/splitless injector and a PTV injector. Optimum injector condi-
tions for PAH analysis using the PTV mode of injection have been
described [16] and were used as starting point. In brief, PTV injec-
tion is extremely flexible and combines the benefits of split/splitless
and on-column inlets. The sample is usually injected into a cool
liner, so no syringe needle discrimination can occur. Then, the inlet
temperature is increased to vaporize the sample minimizing the
inlet fractionation as well [17]. In our case, different parameters
were optimized to obtain the minimal fractionation in the injector
and their optimum values are given in Table 1. The most important

parameters affecting fractionation were related to the tempera-
ture ramp (initial and final temperature and the heating rate). It
was observed that the conventional split/splitless injection caused
severe fractionation for the heavier PAHs while no fractionation
was detected under the optimized PTV conditions. Fig. 4 shows
the results obtained for the 16 PAHs analysed using both injec-
tion modes. Therein, the corresponding response factors (signal per
wgCg! injected) were calculated for every compound and nor-
malized against the first PAH eluting from the column. The results
for 2-bromonaphthalene and acenaphthene, on the one hand, and
dibenz(a,h)anthracene and benzo(g,h,i)perylene, on the other, are
presented together because they were not completely resolved in
the chromatographic column employed. The split/splitless injec-
tion led to a significant drop in the transmission of the heavier PAHs
eluting at the end of the chromatogram in comparison to the lighter
ones. The first eluting nine PAHs provided very similar normalized
responses, 0.96 on average. For the heavier PAHs the transmission
decreases abruptly to 0.58 (average of the last four eluting peaks).
When using the PTV injector, the normalized response factors were
almost identical for the 16 PAHs analysed (average value 1.00 with
a standard deviation of 0.04). Therefore, by selecting the adequate
conditions at the injection port no discrimination was observed and
the on-line carbon isotope dilution procedure implemented in the
GC-IRMS instrument could be applied to provide a generic response
exclusively dependent on the amount of C injected for each organic
compound.
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Fig.4. Comparison of the normalized response factors (signal per g Cg~! injected) of the 16 PAHs analysed, given in elution order, using splitless and PTV injection modes.

Uncertainty bars correspond to 1 standard deviation (n=3).

3.4. Evaluation of on-line carbon isotope dilution for the
quantification of organic compounds containing only carbon and
hydrogen without specific standards

A synthetic mixture containing 16 PAHs and 12 alkanes (Cg—Cyq)
was prepared to evaluate the capabilities of the proposed approach
to quantify a complex mixture of organic compounds without the
need for specific calibration procedures. In this case the boiling
point interval ranged from 126 to 525 °C. A single generic internal
standard, benzo(b)fluorene (not present in the PAHs mixture), was
selected to correct for injection variability and for the computation
of the mass flow of enriched carbon dioxide. In this case, the only
requisite was that the internal standard was chromatographically
resolved from the rest of compounds under study.

Fig. 5a shows one of the chromatograms obtained at m/z 44
(12C0,) and 45 (13C0, ) for this mixture. As can be observed, most of
the compounds are well resolved chromatographically but, when
two compounds elute simultaneously, no quantification can be per-
formed for the individual compounds. This is clearly one of the
drawbacks of the proposed procedure (the same as for FID). In this
particular case, and apart from the four PAHs which could not be
resolved in this column, the alkane pentadecane and the PAH ace-
naphthene could not be fully resolved. We have opted to provide
quantitative results for the sum of both compounds. The mass flow
chromatogram obtained after the application of the on-line isotope
dilution equation is given in Fig. 5b. The integration of the peaks in
the mass flow chromatogram and the use of benzo(b)fluorene as
internal standard provided the quantitative results given in Table 2.
As can be seen, the recovery can be considered quantitative as
values close to 100% were obtained for most compounds (range
between 91 and 106%, average recovery 99.5%). Please note that the
only compound with a significant error (91% recovery) was nonane,
likely due to slight losses during the solvent removal after the split-
less time in the PTV injection or integration errors. Additionally, the
repeatability of the results was always below 4% RSD (n=5)

3.5. Application to heteroatom-containing compounds

So far the on-line C isotope dilution approach has been success-
fully tested with organic compounds that cover a broad range of

Table 2

Absolute quantification results for the PAHs and n-alkanes mixture.
Benzo(b)fluorene was used as a generic internal standard. The uncertainty is
expressed as the standard deviation for n=>5 injections.

Compound Added (ngCg') Found (ugCg ') Recovery (%)
Nonane 9.93 9.0 +£0.2 91 +2
Decane 9.95 94 +0.2 95+ 2
Undecane 9.96 9.7 +£0.2 97 +£2
Dodecane 9.97 9.8 +£03 99 +3
Naphtalene 8.45 8.0 £ 0.1 95+ 3
Tridecane 9.98 10.0 £ 0.2 100 + 2
Tetradecane 9.99 9.9+ 0.2 99 + 2
Pentadecane + 18.5 18.7 £ 0.4 101 £2
acenaphthylene
2-Bromonaphtalene + 13.6 13.6 £ 0.3 100 + 2
acenaphtene
Hexadecane 10.0 10.0 £ 0.2 100 + 2
Fluorene 8.41 82 +0.2 98 +3
Heptadecane 10.0 10.2 £ 0.2 102 + 2
Heptadecane 10.0 103 £ 0.2 102 + 2
Phenanthrene 8.52 8.5+0.2 100 + 2
Anthracene 8.50 8.7+ 0.1 102 +£2
Nonacosane 10.0 103 £ 0.2 104 £ 2
Eicosane 10.0 103 £ 0.2 103 +2
Fluoranthene 8.45 8.6 +0.2 101 +£2
Pyrene 8.36 8.8 +0.2 105 + 2
Benzo(a)anthracene 8.39 8.1+0.2 96 +3
Chrysene 8.56 9.1 +£0.1 106 + 2
Benzo(a)pyrene 8.88 8.8 £0.2 98 +3
Benzo(b)fluoranthene 8.45 7.9+ 0.1 93 +3
Dibenzo(a,h)anthracene+ 17.4 175+ 03 101 + 4
indeno(1,2,3-
cd)pyrene
Benzo(g,h,i)pyrene 8.76 8.9+ 0.1 101 £ 4

boiling points and different chemical configurations, but are made
exclusively of C, H and O [8,9]. Therefore, it is clear that under the
condition of the complete transmission of the organic compounds
in the injection using a PTV, this generic quantitative approach
becomes accurate because the combustion of such pure organic
compounds seems to be complete. Of course, it is still necessary to
check if the presence of typical heteroatoms, such as halogens and
sulfur, can affect negatively the combustion efficiency. We have
chosen here PCBs and benzothiophenes as models for such assess-
ment.
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Fig. 5. Intensity (a) and mass flow (b) chromatogram for the PAHs (8.5 wgCg~') and n-alkanes (10 pg Cg~!) mixture. Benzo(b)fluorene was added as internal standard (IS).

3.5.1. PCBs

Polychlorinated biphenyl compounds (PCBs) are synthetic com-
pounds where up to 10 chlorine atoms can be attached to two
benzene rings. They were largely used in industrial applications
(i.e. coolants, plasticizers). We have used here a mixture of 12 con-
geners (see supplementary Table S2), which contain a range from
3 to 8 atoms of chlorine. This mixture includes the six congeners
considered as indicators for food contamination monitoring by the
European Food Safety Agency (EFSA): PCB-28, 52,101, 138, 153 and
180 [18] and six other congeners relevant due to their presence
in the environment: PCB-18, 31, 44, 149, 170 and 194 as listed in
the EN Norm 61619 [19]. The mass flow chromatogram obtained is
shown in Fig. 6a. The generic internal standard used in this case was
octadecane. As can be seen, the signal of the PCBs decreases with
the retention time as the number of chlorine atoms in the molecule
increases. Since all of them are present in the same mass concen-
tration, their carbon concentration will decrease as the number of
chlorines increases. Chromatographic peaks for the congeners PCB

31 and 18 are not completely resolved so their results are presented
together. Quantitative results, expressed as recovery of the theo-
retical values, are given in Fig. 7. Again, precision observed was
excellent (<1% RSD, n=3). Recovery results for all the PCBs ranged
from 96 to 107% with a random variation around the true value.
Therefore, it can be concluded that the presence of Cl atoms, even
at a large scale, does not hamper the quantitative combustion of
the compounds.

3.5.2. Thiophenes

Thiophene is a heterocyclic compound consisting of a flat five-
membered aromatic ring with a sulfur atom. Related to thiophene
are benzothiophenes and dibenzothiophenes, containing the thio-
phene ring fused with one and two benzene rings, respectively (see
supplementary Table S3). They occur naturally as a constituent of
petroleum-related materials. We have used here benzothiophene,
3-methylbenzothiophene and dibenzothiphene for evaluation. The
mass flow chromatogram obtained is shown in Fig. 6b. The internal
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Fig. 6. Mass flow chromatograms for: (a) PCBs and (b) Benzothiophenes mixture. Octadecane and pentadecane, respectively, were used as internal standards.

standard used in this case was pentadecane. Quantitative results,
expressed as recovery of the theoretical values, are also given in
Fig. 7. Again, precision observed was excellent (<2% RSD, n=3).
Recovery results for the three S-containing compounds ranged
from 99 to 103%, which seems to demonstrate again that the pres-
ence of S atoms does not hamper the quantitative combustion of
the compounds either.

It is worth stressing that the analysis of the traces of sulfur- and
chlorine-containing compounds did not result either in a deterio-
ration of the combustion capabilities of the oven or a significant
shortening of its useful life.

3.6. Comparison of different protocols for quantification in GC
without calibration standards

Modern gas chromatography [20] employs a large variety of
detectors. Some detectors can be considered universal for organic
compounds (such as the FID) while some others are selective and
respond only to a certain number of elements or functional groups.

These universal detectors may, under certain circumstances, show
also compound-independent sensitivity. It is well known [15] than
theresponse of the FID detector can be predicted based on the struc-
ture of the molecule using the so-called effective carbon numbers
(ECNs). So, if the identity of all peaks in the FID chromatogram is
known, the use of the ECNs may allow quantitative determinations
using a single generic internal standard to compensate for injection
derived fluctuations. Similarly, the Atomic Emission Detector (AED)
has been shown to provide universal and compound-independent
sensitivity for organic compounds [21] when detecting carbon.
However, compound-independent sensitivity in AED is strongly
dependent on operating conditions [22] such as the oxygen flow
rate. Finally, the concept of ECNs has been recently extended and
applied to the electron ionization mass spectrometry detector [5-7]
to be able to quantify compounds lacking authentic standards or
surrogates by GC-MS. It was demonstrated [7] that the bias using
the ECN-based prediction by GC-MS ranged between ca. 10 and
17% for a series of 26 compounds using both a TOF and a quadrupole
analyser.
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Fig. 7. Quantitative data (recovery, %) obtained for the PCBs and benzothiophenes mixtures. Uncertainty bars correspond to 1 standard deviation (n=3).

Our work has a similar aim as those publications cited above:
the determination of organic compounds without calibration stan-
dards. In comparison with the FID and EI-MS detectors no ECNs
need to be determined as all carbon atoms in the different
molecules assayed end up as carbon dioxide before they are
detected, so no correction for the different functional groups is
required. In comparison with the AED detector, the response is
independent of the operating conditions as long as quantitative oxi-
dation in the combustion oven is assured. So, our method is easier
to apply to different compounds and more robust than the alterna-
tive procedures described before. In terms of sensitivity, detection
limits for GC-combustion-IRMS are in the low pgCs~! range. A
value very similar to those cited for the FID, AED and EI-MS detec-
tor when working in full scan [20]. Our linear dynamic range is
5 orders of magnitude and limited by the Faraday cup detectors
used in IRMS. In comparison to FID (7 orders of magnitude) and
MS (6 orders of magnitude) our dynamic range is smaller. Finally,
and in comparison to the other detectors, overlapping compounds
in the chromatogram will interfere in the determinations. This
is similar to what happens to the FID or the AED when detec-
ting carbon. The EI-MS detector is much more selective in this
case

4. Conclusions

We have successfully modified a commercial GC-IRMS instru-
ment and evaluated its performance characteristics for on-line
carbon isotope dilution using a series of different organic com-
pounds. Additionally, the use of a PTV injector was investigated
for the elimination of injection-derived fractionation allowing the
use of a single internal standard to quantify different compounds
with a wide range of sizes and boiling points in a single chromato-
graphic run. In comparison to standard GC-QMS instruments with
home-made combustion oven and connections, the new system
provided slightly worse chromatographic resolution and detection
limits. The use of a multicollector sector field MS led to much
better isotope ratio precision in the isotope dilution computa-
tion at the expense of sacrificing the structural characterization

capabilities of a regular quadrupole operated in scan mode. Inter-
estingly, the complete removal of the 13C-enriched tracer required
from the instrument after the isotope dilution experiments could
be easily achieved. In fact, the transition of the instrument from the
on-line isotope dilution mode to the standard IRMS mode can be
achieved overnight.

The results presented herein demonstrate for the first time
that the on-line carbon isotope dilution approach in combina-
tion with modified GC-IRMS instruments and PTV injectors can
provide accurate and precise quantification of any organic com-
pound, independently of their boiling point, structure and the
presence of heteroatoms such as chlorine or sulfur, without the
need for specific standards or calibration curves. Therefore, it can
be considered as a true universal compound-independent detector
for GC, where the signal is exclusively dependent on the number of
C atoms present in the compound under study. This fact opens the
door to different application fields such as the purity assessment
of organic standards, where a small number of known impuri-
ties can be quantified without requiring any calibration standard.
Another field of application is the quality control of petrochem-
ical products. In this case, on-line carbon isotope dilution can
be advantageously employed in comparison with the FID detec-
tor, traditionally employed for these applications, as the response
is fully independent from the structure of the compound. Addi-
tionally, as there is no need for external calibration and specific
analytical standards, this procedure can result in considerable sav-
ings in money and time. However, please note that, similar to
that of a FID detector, it requires full chromatographic resolution
between the analysed compounds. So, this method should not be
applied for regulated applications in environmental, clinical or food
samples.
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ABSTRACT

GC-FID has been effectively used as a universal quantification technique for volatile
organic compounds for a long time. In most cases, the use of the ECN allows for
quantification by GC-FID without external calibration using only the response of a single
internal standard. In this paper we compare the performance characteristics of GC-FID
with those of post-column C lIsotope Dilution GC-Combustion-MS for the absolute
quantification of organic compounds without the need for individual standards. For this
comparison we have selected the quantification of FAMEs in biodiesel. The selection of
the right internal standard was critical for GC-FID even when ECN were considered. On
the other hand, the nature of the internal standard was not relevant when GC-Combustion-
MS was employed. The proposed method was validated with the analysis of the certified
reference material SRM 2772 and comparative data was obtained on real biodiesel
samples. The analysis of the SRM 2772 biodiesel provided recoveries in the range 100.6-
103.5 % and 96.4-103.6 % for GC-combustion-MS and GC-FID, respectively. The
detection limit for GC-combustion-MS was found to be 4.2 ng compound/g of injected
sample. In conclusion, the quantitative performance of GC-Combustion-MS compared
satisfactorily with that of GC-FID constituting a viable alternative for the quantification of

organic compounds without the need for individual standards.

Keywords: GC-combustion-MS, GC-FID, internal standard, absolute quantification,
FAMEs, biodiesel
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1. INTRODUCTION

The Flame lonization Detector (FID) can be considered as the most universal and
generally used detection method in Gas Chromatography (GC). Organic compounds
eluting from the column are burned in a small hydrogen/air flame and, through a set of
complex reactions, nearly all carbon atoms are converted into methane which is further
oxidized to carbon dioxide. During this process, a small fraction of carbon atoms are
transformed into CHO™ which generates a small electric current between two electrodes.
The FID will detect virtually all carbon containing compounds, with the exception of a
limited number of small molecules such as carbon monoxide, carbon dioxide, carbon
disulfide, formaldehyde and formic acid. In fact, due to its diverse and comprehensive
response, it is considered a universal detector for organic compounds in GC. Additionally,
FID response has been shown to be linear over nearly seven orders of magnitude with low
noise levels, high sensitivity and exceptional reliability.*

Quantification in GC-FID can be performed in different ways. The external calibration
method relies on the comparison of the analyte peak area with the peak area of a series of
standards of the compound of interest at different and known concentration levels. In most
cases an internal standard is employed to correct for errors during sample preparation
and/or injection in the GC. Alternatively, and due to the uniform response of the FID for
different organic compounds, other procedures which do not require a calibration graph
have been proposed. The so-called “area percent method” is employed traditionally in the
petrochemical industry with or without the use of internal standards but this method works
better when all compounds of interest have the same functional groups. When compounds
with different functional groups are analysed, the use of response factors in combination
with the Effective Carbon Number (ECN) concept! has been proposed for quantification.
This later procedure is an improvement on the area percent method as it takes into account
the different response in the FID for different organic functional groups. Research on the
use of response factors based on the ECN for absolute quantification by GC-FID started
more than 50 years ago! trying to fulfil the dream of every chromatographer: the
development of a universal, absolute and quantitative chromatographic detector which
does not require external calibration. Modern books on Gas Chromatography recognize
the FID as the detector which has come closer to fulfil this dream.X*

7

ECN in combination with FID was used for the determination of biogenic volatile organic
compounds (BVOCs) emitted into the atmosphere by plants.? A dynamic dilution system
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3

allowed obtaining quantitative gas standards of VOCs with mixing ratios below 50 ppb.
Measured ECN values were within 10% of theoretical ECN values for most terpenoid
compounds. Szulejko et al. employed ECN to estimate the response factor values for
volatile organic compounds amenable to a sorbent-tube thermal desportion GC-MS
method.® As well, the ECN approach was positively used on the quantitative analysis of
compounds lacking authentic standards or surrogates (CLASS) in environmental media.*
The same authors also evaluate an improve the ECN-based quantitation procedure of
CLASS by using additional descriptors (i.e., -Cl, -Br, >C=C<, and a group ECN offset
(Ox)) using the 1-point RF values.®

Recently, a procedure for the use of GC-Combustion-MS in combination with post-
column carbon isotope dilution has been developed in our laboratory based on a standard
quadrupole GC-MS instrument.® The combustion reaction secures quantitative conversion
of every organic compound eluting from the GC column into CO. providing the required
isotopic equilibrium between such compounds and the isotopically-enriched carbon tracer
(*3C0Oy) continuously added. Electron ionization (EI) has been selected, so that ionization
could be carried out under a high vacuum to enable much higher sensitivity and lower
carbon contamination. Finally, the isotope ratio (44/45) in the mixture is measured as a
function of time by means of MS.

Later, a commercial GC-IRMS instrument has been modified to allow the continuous
introduction of a post-column flow of *3CO; through a splitter holder located inside the
chromatographic oven.” As the instrumental modification occurs after the
chromatographic separation and before the entrance to the combustion reactor, the isotopic
equilibrium between the natural CO, from the sample and the *CO. used as isotopic
tracer is reached in the combustion oven and before the entrance to the ion source. In
theory, this procedure should provide quantitative information of every single compound
previously separated in the chromatographic column without the need for individual

standards or response factors, providing a generic and universal detector.

The feasibility of the post-column Isotope Dilution procedure in combination with GC-
Combustion-MS has been successfully evaluated first, for organic compounds
corresponding to different families (Co-C2o n-alkanes, BTEX and esters)® and, later, to
high boiling point compounds (PAH) and heteroatom-containing compounds
(polychlorinated biphenyls (PCBs) and benzothiophens).”

So, the objective of this study was to evaluate the post-column *3C Isotope Dilution GC-
Combustion-IRMS procedure and compare it with alternative methods based on GC-FID.
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For this purpose we have selected the determination of Fatty Acid Methyl Esters (FAMES)
in biodiesel because standard method EN-14103 specifies GC-FID as the instrument to be
employed and the quantification is based only on the response of a single internal
standard.

Biodiesel is a clean-burning alternative fuel derived from vegetable oils, animal fats or
microbial oils. It is obtained by reaction of the oil- or fat-containing triglycerides with an
alcohol, mostly methanol, in the presence of a catalyst. As a result, the two main reaction
products are a mixture of FAMEs and glycerol, considered as a high value co-product.®
Biodiesel must fulfil accepted standards before usage. In the United States, specifications
are set by the American Society for Testing and Materials (ASTM) through standard
ASTM D6751.1% At European level, the quality criteria for the production of biodiesel are
specified in standard EN-14214 described by the European Committee for Standardisation
(CEN).** The characterization of biodiesel is mandatory in terms of physico-chemical
properties but also for origin determination. For both mentioned purposes, the
determination of the FAMEs profile content is a key parameter.’? Within the European
EN-14214 standard, method EN-14103 specifies the FAMEs and linolenic acid methyl
ester content in biodiesel.® As indicated before, EN-14103 requires GC equipped with
FID for FAMEs determination and calculation of FAMEs content is achieved with the
response of a single internal standard. FAMEs content is expressed as a mass fraction in
percent, and the total FAME content should be greater than 96.5%.

In Norm EN-14103:2003 the range of FAMEs is set from C14:0 (methyl myristate) to
C24:1 (methyl nervonate) using methyl heptadecanoate (C17:0) as internal standard.
Version EN-14103:2011 extends the range from C6:0 to C24:1 and employs methyl
nonadecanoate (C19:0) as internal standard to be able to analyse FAMEs of animal origin
since animal fat can contain higher C17:0 levels.** However, it is worth mentioning that
the compositional profiles of common vegetable-based biodiesel are mainly dominated by
five FAME species: methyl palmitate (C16:0), methyl stearate (C18:0), methyl oleate
(C18:1), methyl linoleate (C18:2), and methyl linolenate (C18:3) and both internal
standards can be employed safely for the analysis of vegetable-based biodiesel.

Although EN-14103 establishes total FAME content determination, in many cases detailed
information about the individual FAME content and their distribution could offer an
important aspect of production and blending process as well as on the quality control of
distribution operations. Recently, Pauls reviewed the most widely used chromatographic
techniques for the analysis of biodiesel components. The use of gas chromatography-mass



175
176
177
178
179
180
181
182

183
184

185
186
187
188
189
190
191

192

193

194

195

196
197
198
199
200
201
202
203

204
205
206

5

spectrometry  (GC-MS), liquid chromatography (LC), or supercritical fluid
chromatography has also been reported in the literature for FAMEs characterization.!®
Easy ambient sonic-spray ionization mass spectrometry (EASI-MS)*® has also been
evaluated for FAMEs characterization. Unfortunately, all these mass spectrometry-based
techniques requires for specific standards. Recently, infrared spectroscopy (IR)! and
energy dispersive X-ray fluorescence spectrometer (EDXRF)!® have been proposed for the
determination of global FAMEs content in fuel blends (biodiesel + diesel). These
techniques provide alternative solution to the determination of unsaturated FAMES which
could later be used on the determination of the iodine factor.

So, this study evaluates the post-column *C Isotope Dilution GC-Combustion-IRMS
method in comparison with EN-14103 method based on GC-FID for total FAMEs
determination in biodiesel samples. Additionally, the ECN concept! has been employed
for the determination of individual FAMEs by GC-FID and the results compared with GC-
Combustion-IRMS. Emphasis was put on the evaluation and selection of appropriate
internal standards for both techniques. To demonstrate the suitability of the proposed
method, results obtained after analysing the certified reference material SRM 2772 and
real biodiesel samples are presented.

2. MATERIALS and METHODS

2.1. Reagents and Standards

Even carbon saturated C4:0-C24:0 FAME standard mixture in hexane, named hereafter
FAMEs mix, was supplied by Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). The certified
concentration of each FAMEs within this standard mixture was: methyl butyrate (C4:0)
1021pug mL™; methyl caproate (C6:0) 1027 pug mL™; methyl caprylate (C8:0) 1020 pug mL
1. methyl caprate (C10:0) 1012 pg mL™; methyl laurate (C12:0) 1012 pg mL?; methyl
myristate (C14:0) 996 pg mL?; methyl palmitate (C16:0) 1000 pug mL?; methyl stearate
(C18:0) 998 ug mL?; methyl arachidate (C20:0) 999 pug mL™; methyl behenate (C22:0)
992 pg mL*; and, methyl lignocerate (C24:0) 995 ug mL™.

Methyl heptadecanoate (C17:0), methyl nonadecanoate (C19:0), methyl oleate (C18:1),
methyl linoleate (C18:2), and methyl linolenate (C18:3) were obtained as pure compounds
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Tridecane (n-C13) and heptadecane (n-C17)
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individual n-alkane standards were supplied by Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Hexane (95% n-hexane) was purchased from J. T. Baker (Phillisburg, NJ, USA).

The certified reference material (CRM) SRM 2772 soy-based B100 biodiesel (NIST,
Gaithersburg, MD, USA) was used for validation purposes. The FAMESs content is given
as certified concentration for eight compounds (C14:0, C16:0, C16:1 n-7, C18:0, C18:1 n-
9, C18:1 n-7, C18:2 n-6 and C20:0) and as reference values for other four (C15:0, C17:0;
C18:3 n-6 and C22:0).

2.2. Biodiesel samples

The biodiesel samples used in this study were part of the research project JRP-ENG09
“Metrology for Biofuels” funded by the EMRP (European Metrology Research
Programme). Four biodiesel samples were investigated: (i) SME-mx, a Mexican soy-based
biodiesel; (ii) SME-b, a Brazilian soy-based biodiesel; (iii) CME-us, an American canola-
based biodiesel; and, (iv) RME-de, a German rapeseed-based biodiesel. These four

biodiesel samples covered different vegetable-based feedstock and geographical origin.

Additionally, an unknown feedstock-origin biodiesel sample (UME-es) provided by a
Spanish biodiesel producer was also analysed.

2.3. GC-Combustion-IRMS

A commercial Delta V Advantage GC-IRMS instrument (Thermo, Bremen, Germany) has
been modified to allow the continuous introduction of a post-column flow of 3CO;
through a splitter holder located inside the chromatographic oven. Details of the modified
instrumental set-up have been described before.” The GC separation was performed in a
polar polyetheylene glycol type BD-EN 14103 analytical column (30 m x 0.32 mm I.D,
0.25 pm film thickness, Agilent J&W Scientific, Santa Clara, USA). Experimental

conditions are summarized in Table 1.

2.4. GC-FID

Parallel FAMEs analysis was performed by using Perkin Elmer, model Clarus 400, gas
chromatograph (Shelton, CT, USA) equipped with a FID. Experimental conditions are

also included in Table 1. The column (BD-EN 14103) and oven program are those
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7

indicated in Norm EN-14103:2011. Data was processed with a Clarus 400 6.3.1.0504

version data system.

2.5. Procedures

Sample Preparation. All working standard solutions and samples were prepared by
gravimetric dilution in n-hexane. Biodiesel sample dilution was ca. 1:2500 for analysis by
GC-IRMS and ca. 1:250 by GC-FID. A given mass of the biodiesel sample, ms, was
mixed with a known and appropriate mass of the pure internal standard, mis, and then

diluted with n-hexane as indicated above.

Quantification of FAMEs in biodiesel by post-column 3C isotope dilution GC-
Combustion-IRMS. The formed CO; species, 2CO, and *CO,, were simultaneously
monitored at m/z 44 and 45, respectively. The 44/45 isotope ratio chromatogram (Rp as a
function of time) was used to obtain the corresponding mass-flow chromatogram using the

on-line isotope dilution equation:®

13
MF, = MF, AW, A‘H R R, [1]
AW, AZ|1-RR,

In this equation [1] MFs corresponds to the mass-flow of carbon from the natural
abundance sample injected while MF; corresponds to the mass-flow of carbon from the
post-column spike or tracer. AWs and AW; are the atomic weights of carbon in the sample

and tracer respectively. The isotope abundances A°and A correspond to the isotopic

composition of *C in the tracer and '2C in the sample. Finally, R: is the isotope ratio
(44/45) in the tracer and Rs is the natural isotope ratio (45/44) in the sample while Ry, is the
isotope ratio in the blend (44/45) measured as a function of time. The peak areas obtained
after the integration of the mass-flow chromatogram provide directly the mass of carbon
eluted in each peak. To compensate for the unknown mass-flow of tracer used, an internal
standard of known concentration must be employed. Finally, the concentration of the
analyte in the sample, Cs (mg g2), is calculated from equation [2]:

c :ixhxﬂxﬁxcls 2]

* A, n. MW. m

IS S IS S

Where As and Ajs are the peak areas for analyte and internal standard respectively in the
mass-flow chromatogram, ns and nis the number of carbon atoms in the molecules of the

analyte and internal standard respectively, MWs and MW,s the molecular weights of
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sample and internal standard and ms and ms the masses of sample and pure internal

standard taken. Finally, Cis is the concentration (purity) of the internal standard used (mg
g%).

Quantification of FAMEs in biodiesel by GC-FID. The total FAMEs content was
calculated as indicated in Norm EN-14103 using equation [3]:

A-A m
Craves = 2 A % mls x C

1S S

Is [3]

Where Y A is the total area of the FAMEs in the chromatogram, including the internal

standard.

Individual FAME content, expressed in mg/g, was calculated using equation [4]:

C :ix%xcls [4]

Where: Cs is the content (mg g?) of the analysed FAME and As its peak area; Ass is the
peak area of the internal standard; mis and ms the masses taken from internal standard and
sample respectively and Cs the concentration of the internal standard used (mg g*).

When using the ECN correction the equation used was:

A % ECN,s % MW, XmIS

C,=—-
MW, m

xC 5
e s B

S S

Please note that equation [5] is very similar to equation [2] by changing the number of
carbon atoms in the molecule by their effective carbon number. The term corresponding to
the effective carbon number (ECN) and the molecular weight of the molecules (MW) is
usually referred to as the Relative Sensitivity Factor (RSF, equation [6]) for each analyte
and can be calculated for each compound beforehand. The data employed for the analysis
of the different FAMEs is included in the supporting information, Table S1. The ECNs
shown in Table S1 were calculated as indicated in reference 1.

ECN,; MW, (6]
ECN, = MW,

S

RSF, =
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3. RESULTS and DISCUSSION

3.1. Determination of individual FAMEs in the standard mixture by GC-FID using
C17:0 as internal standard.

In order to explore the feasibility of the GC-combustion-IRMS method for FAMES
determination, initial GC-FID analyses were performed. Table 1 summarizes the final
chromatographic conditions used along this study for FAMEs separation and
quantification. GC-FID conditions were selected close to those specified in EN-14103.

Figure 1la shows one of the GC-FID chromatograms obtained for a solution containing
about 180 pg g* of the FAMEs mixture, in n-hexane, and 130 pg g* of C17:0 as internal
standard. The eleven FAMEs contained in the standard mixture eluted in less than 35
minutes, with a retention time of 0.67 min for C4:0 and 32 min for C24:0. The long
chromatogram time for the GC-FID analysis is due to the slow oven temperature
programme used as recommended in norm EN-14103. The peak areas obtained were
treated using equations [4] and [5] and the recoveries obtained shown in Table 2. The
ECN concept can be used in GC-FID analysis to predict relative response factors based on
the molecular structure of the analyte. ECN takes into consideration the contribution of the
different functional groups of the analyte and its use avoids the need of specific standards
and calibration plots.* As it can be observed, recoveries ranging from 90.2 to 104.2 %
were obtained when the ECN correction was applied (equation [5]). The use of the ECN
correction in combination with GC-FID is mandatory if more accurate concentrations are
to be obtained particularly for FAMEs between C4:0 and C14:0. Similar results were
obtained using C19:0 as internal standard. Unfortunately, the use of the ECN correction in
GC-FID is not required in norm EN-14103 so we can expect significant errors for the
quantification of low molecular weight FAMESs using this norm.

3.2. Determination of individual FAMEs in the standard mixture by post-column *C
isotope dilution GC-combustion-IRMS using C17:0 as internal standard.

The GC separation was performed in a BD-EN 14103 analytical column (30 m x 0.32 mm
[.D, 0.25 pm film thickness, Agilent J&W Scientific, Santa Clara, USA). The injected
sample volume was 1 pL. The programmable temperature vaporization injector (PTV)
was operated in splitless mode with a temperature program of 0.1 min at 55 °C, raised at
10 °C/s to 280 °C, and held at 280 °C for 25 min. Helium was used as carrier gas at a flow
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rate of 1 mL/min. The oven temperature program was 1 min at 50 °C, raised at 15 °C/min
to 250 °C, and held at 250 °C for 10 min. Analytical instrument control, data acquisition

and treatment were performed by Isodat 2.0 software.

A working solution containing ca. 15 ugC g* of the FAMESs mixture, in n-hexane, and 10
Cug g* of C17:0, as internal standard, was prepared. The higher sensitivity of the GC-
combustion-IRMS setup and the necessity of preventing the clogging of the combustion

oven required working with lower FAMESs concentration solutions.

A typical chromatogram obtained for the analytes of interest is shown in Figure 1b. In
general, the peaks obtained for the analytes at m/z=44 were well-shaped and well-resolved
while the constant signal at m/z=45 corresponds to the post-column *CO, added. The
backflush mode was employed at the beginning and at the end of the chromatogram to
prevent the solvent entering the combustion oven and to enlarge the life of the combustion
catalyst. Methyl butyrate (C4:0) and methyl caproate (C6:0) were not chromatographically
resolved under the experimental conditions used and, therefore, only FAMEs within the
range C8:0-C24:0 could be considered. These FAMESs present retention times comprised
between 6.2 and 17.2 minutes. The intensity chromatogram shown in Figure 1b was
transformed into a mass-flow chromatogram applying the on-line isotope dilution equation
[1]. Then, the peaks were integrated and equation [2] applied for the quantification of the
individual FAMEs in the mixture. The results obtained are shown in Table 2 in
comparison with the previous values obtained by GC-FID. As it can be observed, the
recovery values (in the range 96.4-101.4%) improved clearly with respect to GC-FID even
when the ECN correction was taken into account. With both techniques the found

concentrations had a variability of less than 1% RSD for most FAMEs.

An important difference between the GC-FID and the GC-combustion-IRMS instruments
used consisted on the type of injector employed. The GC-FID was equipped only with a
conventional split/splitless injector while the GC-combustion-IRMS instrument was
equipped both with split/splitless and PTV injectors. Based on previous experiences’ the
PTV injector was initially selected for the analysis of FAMEs. However, the results
obtained in Table 2 for the GC-FID instrument could have been improved if a PTV
injector was available for this instrument. So, and in order to compare the
chromatographic injection conditions for the studied analytes, a comparative study
between conventional split/splitless and PTV injection was carried out in the GC-
combustion-IRMS instrument. The sample was injected at a temperature of 280 °C for the
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split/splitless mode. An injection speed of 30 pL s?, splitless time of 0.8 min and split
ratio 1:50 were used.

Supporting Information Figure S1 illustrates the response observed for each FAME within
the standard FAMEs mixture under both injection modes in the GC-combustion-IRMS
instrument. The peak areas at m/z = 44 for each analyte were divided by their carbon
concentration and normalized against the value corresponding to the first eluting
compound (C8:0). As it can be observed, the response was constant between C8:0 and
C14:0 for both injection modes. However, for higher molecular weight FAMEs the
response decreases using the split/splitless injection while it was nearly constant for the
PTV injector. In comparison with split/splitless, the response improves between 5% to
15% for higher mass FAMEs when PTV injection is used. It seems that PTV injection
reduces the discrimination in the injector caused by the different boiling points of the
studied FAMEs, ranging from 195 °C (C8:0) to 232 °C / 4 mm Hg (C24:0), improving
their transport to the analytical column. This fact could explain the results shown in Table
2 for GC-FID using the ECN correction for the high molecular weight FAMEs where their
recovery was substantially lower than when no correction was applied. Again, this
particularity of the split/splitless injector is not taken into consideration in norm EN-
14103.

3.3. Analytical characteristics of the GC-combustion-IRMS instrument.

The linearity of the method was evaluated by using five concentrations of the FAMEs
mixture ranging from 3 to 700 pgC g* (ca. 5 pgC g to 1 mgC g* as compound) with five
replicate injections per concentration level. The results did not display significant
deviation from linearity, which means a correlation coefficient r > 0.99. However, it
should be pointed out that the measurement precision for standard solutions at the highest
concentration level measured (700 pugC g*) showed a precision of 14% while the precision
at the intermediate concentration levels was about 1%. For the lowest concentration level
measured (3 pgC g?) a precision of 4% was measured. These values indicate that
concentrations of 700 pugC g* are too high and close to the saturation of the detector. In
summary, this linear range will allow the quantification of the five major biodiesel
FAMEs after a minimum dilution of 1 to 1000 (1 to 2500 was selected finally). However,
the simultaneous quantification of major and minor FAMEs in real samples using a single
dilution factor might not be possible due to the large concentration difference.
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The chromatographic resolution in the GC-combustion-IRMS instrument was also
evaluated. It is clear that, within the GC-combustion-IRMS setup, analytes eluting from
the column go over a longer capillary distance than in standard GC-FID or GC-MS
instruments. Analytes eluting from the chromatographic column pass through a
combustion reactor where they are oxidised into CO2 and H2O. Then, water is removed by
passing the gas stream through a tube constructed from a water permeable nafion
membrane. The sample is then introduced into the ion source of the MS by an open split
interface. This longer itinerary, especially the nafion membrane step, causes peak
broadening. Supporting Information Figure S2 shows the peak profile for FAME C16:0
(53.25 ug g* of compound and 40.17 pugC g*) obtained by GC-combustion-IRMS. At it
can be observed, a peak width at half height (PWHH) of 2.1 seconds was obtained.
Meanwhile for a similar solution (177 pug g* of compound and 133 pugC g*) measured by
GC-FID the PWHH was only 1.3 seconds. Due to this fact, GC-FID allowed better peak
resolution. The isomers of unsaturated FAME C18:1 present in biodiesel samples could be
resolved by GC-FID but not by GC-combustion-IRMS.

The detection limit (DL) for GC-combustion-IRMS was calculated according to equation
[7] for the measurement of a sample of the FAMES mixture at low concentration level.

_ 3xstdev(background) x C,
A

The standard deviation of the background was measured just before the peak of interest

DL

[7]

and As and Cs were the peak area and concentration of the analyte respectively. In this
way, the calculated DL for FAME C16:0 was of 4.2 ng compound/g in the injected
sample.

3.4. Quantitative analysis of individual FAMEs in biodiesel samples

Biodiesels of vegetable origin are usually mixtures of five major FAMEs (16:0, 18:0,
18:1, 18:2 and 18:3) with minor concentrations of other saturated FAMEs (e.g. 14:0, 20:0
and 22:0). In order to evaluate the different techniques for the analysis of biodiesel
samples a standard mixture of the five major components was initially prepared and their
recoveries evaluated using C17:0 as internal standard. The results are given in Figure 2.
As it can be observed, for this small range of molecular weights all three procedures

provide recoveries in excess of 94% for all compounds. However, the best results in terms
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of overall recoveries were obtained by GC-combustion-IRMS, particularly for the
unsaturated FAMEs C18:2 and C18:3.

Final validation of the proposed method was performed with the analysis of the certified
reference material SRM 2772. This is a recent available soy-based biodiesel CRM
intended for use in evaluating analytical methods for the determination of selected
chemical and physical properties in B100. Figure 3 shows a representative chromatogram
corresponding to the GC-FID (Fig. 3a) and the GC-combustion-IRMS analysis (Fig. 3b)
of the SRM 2772 using C17:0 as internal standard. Again, the injected SRM 2772 solution
in GC-FID has ten times higher concentration than the one analysed by GC-combustion-
IRMS. As indicated in the figure, only the five main vegetable-based FAMEs (from C16:0
to C18:3) were present. As it could be observed, GC-FID allows the resolution of all the
position isomers present in the sample and, as an example, C18:1(n-9) could be
chromatographically resolved from C18:1(n-7) as well as C18:2(n-6¢) could be separated
from C18:2(n-6t). On the other hand, GC-combustion-IRMS allows only the
quantification of the five main FAMEs, this is, C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 and C18:3

without positional information because of the poorer resolution conditions.

Table 3 summarizes the concentrations found and the corresponding recoveries calculated
after analysis of the SRM 2772 by GC-combustion-IRMS and GC-FID. We have not
included here data corresponding to the ECN correction in GC-FID as the results for the
certified compounds were very similar to those without correction. Additionally, norm
EN-14103 does not take into account the ECN correction so the comparison is made here
only based on equations [2] (IDMS) and [4] (GC-FID). It should be pointed out that the
GC-combustion-IRMS data for C18:1 correspond to the sum of C18:1(n-9) and C18:1(n-
6) since the method does not allow the resolution between both isomers as mentioned
before. Good agreement was obtained between the certified and found values for the
quantified FAMEs using both techniques. Additionally, recovery values by GC-
combustion-MS were in agreement with those recommended as “expected recoveries” by
AOAC (98-102%) at this concentration level.?® This demonstrates that the proposed GC-
combustion-IRMS methodology can be used reliably for the determination of FAMES in
biodiesel samples using only C17:0 as internal standard and without the need for external

calibrants.
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3.5. Evaluation of alternative internal standards by GC-combustion-IRMS

For quantification purposes using equations [2], [3], [4] and [5], the comparison of the
analyte peak area with the peak area of an internal standard is required. The selection of
the right internal standard is critical when using GC-FID as the ideal internal standard to
be used should have similar chemical nature and number of carbon atoms to the target
analytes.?® However, for GC-combustion-IRMS the nature of the internal standard should
be a priori irrelevant as far as the internal standard is not present in the sample and has a
retention time similar to that of the analytes. Thus, to examine the influence of the
compound used as IS, a comparative analysis was conducted by GC-combustion-IRMS. A
working solution containing about 40 pugC g* of the saturated C4:0-C24:0 FAMEs and
about 20 pugC g? of three unsaturated FAMEs (methyl oleate (C18:1), methyl linoleate
(C18:2), and methyl linolenate (C18:3)) was prepared in n-hexane. Three alternative
internal standards were investigated; The selected FAME methyl heptadecanoate (C17:0)
was compared with two lineal hydrocarbons: heptadecane (C17) with the same number of
carbon atoms and tridecane (C13) with a lower molecular weight. The three tested internal
standards were added in a concentration of 20 ugC g™ to this working solution.

The results are shown in Table 4. As it can be observed, the recovery of all studied
FAMEs was quantitative and similar for the three internal standard candidates with an
overall mean recovery of 101.2%. These data suggest that, with the proposed
methodology, the quantification of FAMEs in biodiesel or, by extension, any other volatile
organic compound can be achieved using an internal standard of either similar or different
nature than that of the target analytes. Such good results are due to the quantitative
oxidation of the eluting compounds to carbon dioxide within the combustion oven and the
selection of a GC injector, the PTV injector, which do not provide discrimination between
compounds of different boiling points as the standard split/splitless injector does.

3.6. Application of the GC-combustion-IRMS method on real biodiesel samples

After optimization and validation, the proposed post-column 3C isotope dilution GC-
combustion-IRMS method was applied to real biodiesel samples in the frame of a
European Metrology Research Program (EMRP) project. Four B100 samples were
analyzed and both C17:0 and n-C17 were considered as internal standards for
quantification.
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The final results are summarized in Table 5, where only the five FAMEs relevant in
vegetable-based biodiesel (C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 and C18:3) are shown. The GC-
combustion-IRMS results were also compared with GC-FID according to EN-14103:2003
method, this is using C17:0 as internal standard. As it can be observed, C18:2 is the
dominant compound in soy-based biodiesel, meanwhile in rapeseed- and canola-based
biodiesel C18:1 is the most abundant FAME. The results obtained for the analysis of the
UME-es sample are also included on Table 5 and the corresponding mass flow
chromatogram is shown in Supporting Information Figure S3. As it could be observed,
this biodiesel sample present a different FAMEs profile compared to the EMRP samples
being methyl palmitate (C16:0) and methyl oleate (C18:1) the predominant FAMESs. Such
observed profile could be due to the use a blend of feedstocks for its production. In this
way, and according to literature data, palm and soy oil fatty acid in a ratio 80:20 could be
suggested as based feedstocks. 12

The results presented in Table 5 were compared statistically by Student’s t-test
(Supporting Information Figure S4).28 The obtained values for the proposed GC-
combustion-MS approach did not exceed the theoretical values indicating that there was
no significant difference between the methods compared.

The GC-combustion-MS obtained results in this study indicate that the proposed method
is a good alternative to the EN-14103:2003 GC-FID one, but also to other potential
analytical techniques for FAMESs characterization in biodiesel.

4. CONCLUSIONS

The dream of every chromatographer is to employ a detection system whose response is
universal, constant and independent of the nature of the analyte. In that way, a single
internal standard could be employed to determine a large range of analytes. The proposed
post-column C-isotope dilution GC-combustion-MS instrument is coming closer to fulfil
this dream. We have proved that the method is a good alternative to the existing methods
for the quantification of FAMEs in biodiesel samples, providing absolute quantification of
saturated and unsaturated FAMEs in a wide range of boiling points and number of
carbons, without the need for specific analytical standards and time-consuming calibration
procedures. Additionally, the proposed procedure shows no limitations in the selection of
internal standards as GC-FID does. During the work we have shown some of the
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limitations of GC-FID for the analysis of biodiesel samples using C17:0 or even C19:0 as
internal standards: FAMEs of size smaller than C14:0 are not analysed correctly if the
ECN correction is not applied. On the other hand, the discrimination of high molecular
weight FAMEs in the standard split/splitless injector needs to be taken into account when
the ECN correction is applied. We think that the PTV injector is a good alternative
showing minimal discrimination between different molecules and it has shown to be ideal

to the application of the GC-combustion-IRMS method.
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Table 1. Chromatographic conditions used for FAMEs separation and quantification
by GC-combustion-IRMS and GC-FID.

Parameters GC-combustion-IRMS GC-FID
Column BD-EN 14103 BD-EN 14103
Injection mode PTV splitless Split/splitless
Injector temperature 55 °C (0.10 min)
10 °Cls

280 °C (25 min) 280 °C
Injection speed 30 pL/s 30 plL/s
Splitless time 0.8 min 0.8 min
Split ratio 1:50 1:20
Injected volume 1uL 1puL
Carrier gas helium helium
Carrier gas flow 1 mL/min 1.5 mL/min
Interface temperature 1000°C
El source energy 124 eV
FID temperature 250°C
H, flow 50 mL/min
Air flow 450 mL/min
Oven temperature 50 °C (1 min) 60 °C (2 min)
programme 15 °C/min 10 °C/min

250 °C (10 min) 200 °C (0.1 min)

5 °C/min
240 °C (12 min)

Tracer flow 0.5 mL/min
Data processor Isodat 2.0 Clarus 400 6.3.1.0504

19
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Table 2. Comparison of recoveries obtained after GC-combustion-IRMS and GC-FID determination of the individual compounds in the FAMEs
mixture using C17:0 as internal standard. For each individual FAME the added concentration was recalculated after the gravimetric preparation of
the analyzed solution. Mean and standard deviation of n=5 determinations.

GC-C-IRMS GC-FID
FAME Added, pg g Recovery, %  Added, pug g* Recovery, % Recovery, %
(eq. [2]) (eq. [4]) (eq. [5])
Methyl butyrate (C4:0) - e 180.1 544+ 17 104.2 £ 3.2
Methyl hexanoate (C6:0) - - 181.1 711+19 104.1+2.38
Methyl octanoate (C8:0) 15.37 99.2+£0.9 179.9 81.6+1.8 103.8+2.3
Methyl decanoate (C10:0) 15.25 100.2£0.9 178.5 88.3+£0.8 102.8+ 1.0
Methyl dodecanoate (C12:0) 15.25 101.3£0.5 178.5 91.1+£0.2 99.9+£0.3
Methyl myristate (C14:0) 15.00 100.9£0.5 175.7 949104 99.4+04
Methyl palmitate (C16:0) 15.07 101.4+1.1 176.4 97.4+0.1 98.7+0.1
Methyl stearate (C18:0) 15.04 100.2 0.4 176.0 99.7+£0.1 98.4+0.1
Methyl arachidate (C20:0) 15.05 101.0+£1.0 176.2 101.9+04 98.5+0.3
Methyl behenate (C22:0) 14.94 98.6 +0.8 175.0 100.3+£0.7 95.3+0.6
Methyl tetracosanoate (C24:0) 14.99 96.4 +0.7 175.5 96.4+0.8 90.2+0.7




Table 3. Comparison of quantitative recoveries obtained after GC-combustion-IRMS and GC-FID determination of FAMEs in SRM 2772

using C17:0 as internal standard.

FAME compound SRM 2772 GC-C-IRMS GC-FID
Certified, mg g Found, mg g Recovery, % Found, mg g Recovery, %

Methyl palmitate (C16:0) 107 +2 107.7+0.8 100.6 +0.7 104.88 + 0.14 100.9 +2.3
Methyl stearate (C18:0) 43.0£27 435+£0.2 101.2+0.5 44.439 + 0.026 103.6 £2.3
Methyl oleate (C18:1, n-9) 2336 248.8 £ 2.2** 100.6** 228.38 = 0.20 98.2+23
Methyl vaccinate (C18:1, n-7) 143+15 e e 12.91 £ 0.65 90.4+41
Methyl linoleate (C18:2, n-6) 523 £ 17 526.2+2.4 100.6 £ 0.5 5299+ 1.8 101.4+22
Methyl linolenate (C18:3, n-3) 69.3 +2.6* 71.8+11 103.5+1.6 67.58 £ 0.25 96.4+21

* reference value
** sum of C18:1(n-9) and C18:1(n-7)
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Table 4. Found concentration and error quantitative recoveries of individual FAMEs in the FAMEs saturated and unsaturated mix
obtained by GC-combustion-IRMS examining different compounds as internal standard. The uncertainties indicate standard deviations

for n=5 injections.

C17:0 n-C17 n-C13
Added, pg g Recovery, % Recovery, % Recovery, %
Methyl octanoate (C8:0) 37.07 99.4+0.9 99.4+0.6 100.2 +0.4
Methyl decanoate (C10:0) 38.18 101.0+1.2 100.9+1.0 101.8+1.2
Methyl dodecanoate (C12:0) 39.22 99.9+£0.5 99.8£0.3 100.7 £ 0.7
Methyl myristate (C14:0) 39.42 100.6 + 0.7 100.6 + 0.5 101.4+0.9
Methyl palmitate (C16:0) 40.17 100.1+0.1 100.0 +0.5 100.8 +1.1
Methyl stearate (C18:0) 40.59 975+£1.2 97.5+£0.8 98.3+£0.7
Methyl oleate (C18:1) 18.36 99.0+1.3 98.9+0.9 99.7+£0.6
Methyl linoleate (C18:2) 24.38 100.2+0.7 100.2+ 0.6 101.0+£0.8
Methyl linolenate (C18:3) 16.84 99.4+0.5 99.4+0.2 99.8 +£0.6
Methyl arachidate (C20:0) 41.05 98.7+04 98.6 £ 0.5 994+11
Methyl behenate (C22:0) 41.11 975+04 97.4+0.3 98.2+0.7
Methyl tetracosanoate (C24:0) 41.54 95.8+£0.6 95.8+£0.9 96.6 £1.1




Table 5. FAMEs content (mg g?) in five biodiesel samples obtained by the
proposed post column **C GC-combustion-IRMS method (using two different
internal standards) and comparison with GC-FID results.

FAME GC-FID GC-C-MS GC-C-MS
C17:01S C17:01S n-C17 IS
SME-mx
Methyl palmitate (C16:0)  102.84 + 0.24 107.7 + 1.4 105.7 +1.5
Methyl stearate (C18:0) 39.02 £ 0.03 40.7 £0.2 43.7+£05
Methyl oleate (C18:1) 211.18 +0.76 209.8 + 2.4 2142+ 1.4
Methyl linoleate (C18:2) 552.53+3.21 540.8 +19.3 535.0+3.1
Methyl linolenate (C18:3) 85.01 +0.47 85.4+34 91.3+23
SME-br
Methyl palmitate (C16:0) 104.08 + 0.07 107.0x1.2 1078+ 1.4
Methyl stearate (C18:0) 29.68 £ 0.02 31.6 +0.6 35.6+0.5
Methyl oleate (C18:1) 278.22 +1.10 279.0+ 1.4 283.1+1.1
Methyl linoleate (C18:2) 489.51 + 3.27 500.7+7.4 486.2 £ 2.5
Methyl linolenate (C18:3) 50.81 +0.20 57.9+22 59.0+25
RME-de
Methyl palmitate (C16:0) 44.96 £ 0.04 51.7+0.2 48.0+£0.2
Methyl stearate (C18:0) 16.78 £ 0.03 206+£0.4 23.1+£0.7
Methyl oleate (C18:1) 601.12 + 1.31 602.8 + 6.4 594.7+7.8
Methyl linoleate (C18:2) 186.75 + 0.45 205.3 + 8.4 2104 +2.4
Methyl linolenate (C18:3) 79.07 £ 0.20 87427 87.1+16
CME-us
Methyl palmitate (C16:0) 40.00 £ 0.04 45.6 £0.2 43.0+£0.3
Methyl stearate (C18:0) 19.03 £ 0.04 22.4+£0.3 25.0+£04
Methyl oleate (C18:1) 632.65 + 0.98 639.4 + 6.0 615.2 + 2.7
Methyl linoleate (C18:2) 171.82 +1.11 202.5+9.1 1943+ 2.0
Methyl linolenate (C18:3) 71.36 +£0.17 83.2+4.0 88.9+13
UME-es
Methyl palmitate (C16:0) 376.4 +8.1 374.7+2.0 370.7+0.3
Methyl stearate (C18:0) 458 +0.6 47.2+0.7 40.89 +0.01
Methyl oleate (C18:1) 362.6 +4.5 368.5+5.9 362.8+0.3
Methy! linoleate (C18:2) 217.2 +10.9 180.0 £ 3.3 160.8 £ 0.2
25521 17.1+0.5 11.10£0.03

Methyl linolenate (C18:3)

23
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Figure 1. Chromatogram of the FAMESs mixture obtained after GC-FID (a) and GC-combustion-
IRMS (b) using C17:0 as internal standard.
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Figure 2. Comparison of recoveries, expressed in %, obtained after GC-FID (dark grey bars),
GC-FID ECN (light grey bars) and GC-combustion-IRMS (white bars) in the determination of
compounds typically present in vegetable-based biodiesel using C17:0 as internal standard.
Uncertainty bars correspond to 1 standard deviation (n = 5).
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FAME(s)




Figure 3. Chromatographic profile of FAMEs in soy-based biodiesel SRM 2772 obtained after

GC-FID (a) and GC-combustion-IRMS (b) analysis. C17:0 was added as internal standard.
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Anexos

VII.1 Anexo 1

En el presente anexo se incluye informacion adicional de la composicion de las
mezclas estandar de PAHs, PCBs y benzotiofenos, utilizadas en la extension del
procedimiento de la dilucién isotdpica de carbono en linea a compuestos de alto
peso molecular y con heterodtomos en su estructura.
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Anexos

Tabla. A. 1. Estructura de los PAHSs estudiados. Los acronimos estan incluidos
entre paréntesis. *Compuestos considerados contaminantes prioritarios por la
EPA.

*1) Naftaleno (Na)

m
=

2) 2-BromonaftalenoBrNa)

&

3) Acenaftileno (Ap)

*4) Acenafteno (Ac)

()
CiU -]

*5) Fluoreno (F)

{ )
i
O
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Anexos

*6) Fenantreno (Pa)

*7) Antraceno (A)

*8) Fluoranteno (FI)

*9) Pireno (P)

*10) Criseno (Ch)

*11) Benzo(a)antraceno (BaA)

g
9

s e
‘)
&

o
o35

CORY,
® Iy
@ a
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@D
x
o
(2]

*12)

*13)

*14)

*15)

*16)

Benzo(b)fluoranteno (BbF)

Benzo(a)pireno (BaP)

Indeno(1,2,3-cd)pireno (IP)

Benzo(g,h,i)perileno (BghiP)

Dibenzo(a,h)antraceno (DBahA)

L
OOUG

O
O
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Anexos

Tabla. A. 2. Estructura de los PCBs estudiados. Los acronimos estan incluidos
entre paréntesis. *Indicadores de contaminacién alimentaria por la EFSA. El
resto son relevantes por su presencia en el medio ambiente y listados en la norma

EN 61619.
! I
1) 2,2°,5 - triclorobifenilo (PCB 18) Cl
l I
(]
*2) 2,4,4°- triclorobifenilo (PCB 28) cl '
Cl

3) 2,4°,5 - triclorobifenilo (PCB 31) cl
: .
cl I
4)2,2°,3,5°- tetraclorobifenilo (PCB 44) :Cl
cl
cl !
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*5) 2,2°,5,5’- tetraclorobifenilo (PCB 52)

*6) 2,2°,4,5,5’- pentaclorobifenilo (PCB 101)

7) 2,3°,4,4°,5 - pentaclorobifenilo (PCB 118)

*8) 2,2°,3,4,4°,5’- hexaclorobifenilo (PCB 138)

9) 2,2°,3,4°,5°,6 - hexaclorobifenilo (PCB 149)
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*10) 2,2°,4,4°,5,5’- hexaclorobifenilo
(PCB 153)

*11) 2,2°,3,4,4°,5,5’- heptaclorobifenilo
(PCB 180)

12)2,2°,3,3°,4,4°,5,5’- octaclorobifenilo
(PCB 194)

Cl

Cl l
Cl

Cl I
Cl |

Cl

Cl
Cl Cl
Cl

Cl

g
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Tabla. A. 3. Estructura de los benzotiofenos estudiados. Los acronimos estan
incluidos entre paréntesis.

1) 1-Benzotiofeno (BT) 7\

S
2) 3-metilbenzotiofeno (3-mBT) @

S
3) Dibenzotiofeno (DBT) O
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