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Introduccion

A.1 ANALISIS CUANTITATIVO

El andlisis cuantitativo es aquel en el que se determina o estima la cantidad o
concentraciéon de un analito y se expresa como valor numérico en unidades adecuadas.'

Requiere de la identificacion previa (analisis cualitativo) de dicho analito.

Cuando se analiza una muestra mediante una técnica instrumental determinada, se
genera una sefial fisica o quimica cuya magnitud es proporcional a la cantidad de la
especie a determinar que hay en la muestra. Esta respuesta puede ser proporcional bien
a la cantidad absoluta en la muestra (nimero de moles) o bien a la cantidad relativa
(concentracion), en funcion de la técnica de andlisis empleada. En general, la relacion
entre la sefial analitica medida (SA), y la concentraciéon del analito (C,), puede

expresarse del siguiente modo:
Sy=kCy+S, [1]

En donde k£ es la constante de proporcionalidad entre sefial y concentracion, y
representa la sensibilidad del método analitico, y S. es la contribucion a Su, debida
fundamentalmente a los reactivos utilizados (blancos). Por tanto, para obtener un valor
exacto para la concentracion del analito, es necesario corregir los errores sistematicos
que afectan a Su, k£ y S.. Esto se lleva a cabo habitualmente mediante la realizacion de

calibraciones con estandares y la determinacion de los blancos de reactivos.

A.1.1 Calibracion de métodos instrumentales

La calibracion instrumental de un método, en ocasiones denominada estandarizacion,
se define como el proceso por el cual se determina la relacién entre la respuesta
instrumental a la propiedad medida y la concentracion del analito en la muestra, es decir
se obtiene el valor k de la ecuacion anterior. En principio, seria posible determinar el
valor de & de cualquier método de forma tedrica, considerando los procesos fisicos o
quimicos que tienen lugar y que generan la sefial analitica. Sin embargo, en la practica,
debido bien a la inexistencia de un modelo tedrico suficientemente desarrollado para los
procesos fisicos, o bien al comportamiento no ideal de los sistemas quimicos, no es
posible determinar el valor de £ de una forma fiable mediante célculos tedricos. Por
tanto, a excepcion de los métodos gravimétricos y algunos métodos coulombimétricos,

es necesario determinar dicha relacion de forma experimental mediante la medida de
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estandares especificos para cada sustancia a determinar y que contienen una cantidad de

analito conocida de antemano.

A.1.2. Comparacion con estandares

Es el procedimiento mas basico de calibracion. Existen dos tipos principales, la
comparacion directa y la titulacion o valoracion. En el primer caso se compara una
propiedad del analito (o del producto resultante de una reaccidon con el analito), frente a
estandares de manera que dicha propiedad concuerde lo méximo posible con la del
estandar. Un ejemplo seria una determinacion colorimétrica en la cual el color generado
por una reaccion con el analito, se compara con distintas diluciones de estdndares. La
concentracion de la muestra se correspondera con aquella dilucion de estandar que tenga
la misma intensidad de coloracion. Del mismo modo la valoracién puede considerarse
como un tipo de comparaciéon quimica dado que la cantidad del estandar valorante
necesario para alcanzar la equivalencia quimica, se relaciona directamente con la

cantidad de especie de interés en la muestra.

A.1.3. Método del estandar externo

Es el método de calibracion instrumental mas utilizado. En este caso los patrones y la
muestra se preparan por separado. Este método de calibracion se usa para calibrar un
instrumento o procedimiento de medida siempre y cuando no existan interferencias de
matriz. La forma mas simple de aplicacidon consiste en utilizar un solo punto. Para ello
se prepara y se mide un Uinico patrén de concentracion conocida, de modo que el valor &

se determina mediante la expresion:

_Cr
k—sp 2]

Siendo C, y S, la concentracion y la sefial para el patrén respectivamente. Sin
embargo, emplear un unico punto de calibraciéon no es del todo recomendable por
diversas causas: por un lado, todos los errores experimentales son arrastrados hasta el
valor final de k; ademas cualquier incertidumbre asociada a k repercute directamente en
la incertidumbre de la concentracion del analito. Por otra parte la calibracion se realiza
para un uUnico nivel de concentracidon, por tanto si se desea cuantificar analitos a
concentraciones distintas de las del patron empleado, debe de asumirse que el valor de k&

es constante para todo el intervalo de concentraciones, lo cual no tiene porqué ser
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cierto.” Aun asi la calibracion empleando un solo punto se utiliza habitualmente en
laboratorios de rutina (clinicos o farmacéuticos), en donde las concentraciones
esperadas de analito se mueven en intervalos pequefios y conocidos. En la mayoria de
los casos, sin embargo, se calibra empleando multiples puntos, midiendo varios
patrones de concentracion creciente (al menos tres), de manera que se obtiene una
representacion grafica de la sefial de los estandares frente a la concentracion. Si la
grafica obtenida es lineal, lo cual es habitual, se obtiene la ecuacion de la recta mediante
minimos cuadrados y la pendiente obtenida proporciona el valor de k. La principal
desventaja de este método de calibracion viene de asumir que la respuesta instrumental
para un determinado analito va a ser la misma independientemente de si el analito esta
presente en la muestra, y por tanto acompafiado de otras muchas sustancias, o en una
disolucion estandar. Sin embargo existen diversos factores que pueden provocar que
esta suposicion no se cumpla tales como interferencias de matriz o distintas condiciones
experimentales entre la medida de los blancos y los patrones y la medida de la muestra,

que conducen a que el resultado obtenido sea erroneo.

A.1.4. Método de adiciones estandar

Esta forma de calibracion es especialmente 1til en el caso de muestras complejas en
las que hayan altas probabilidades de producirse efectos de matriz. Consiste en realizar
sobre la propia muestra, normalmente dividida en alicuotas, una o varias adiciones de
una disolucién estdndar. Como el volumen afiadido de disolucion estandar es muy
pequefio en comparacién con el volumen total de muestra, se considera que la matriz de
la muestra original y de las adicionadas es idéntica. A continuacidon se procede a la
medida tanto de la alicuota sin adicionar como de las distintas alicuotas adicionadas y se
representa la sefial medida frente a la cantidad afiadida. Si la relacién entre ambas
magnitudes es lineal, la extrapolacion de la recta a x=0 proporcionara la cantidad de

analito en la muestra.

A.1.5. Método del estandar interno

Un estandar interno es un compuesto distinto del analito que se anade en
concentracion constante tanto a muestras como a patrones, incluyendo blancos. Se
emplea para corregir posibles errores tanto sistematicos como aleatorios durante las
etapas de preparacion de muestra y/o medida tales como las fluctuaciones en la sefal

instrumental o la variacion en la concentracion del analito en muestras o patrones
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debido a evaporacion del disolvente, por poner algunos ejemplos. Si se emplea un
estandar interno adecuado la relacion entre las sefiales medidas para analito y patron
serd independiente de los posibles errores que puedan producirse durante el proceso de
analisis. Igualmente los efectos de matriz pueden atenuarse siempre que las dos sefiales
estén afectadas del mismo modo por los componentes de la matriz. La mayor dificultad
en la aplicacion de este método, es la eleccion de un patron interno adecuado dado que
¢éste debe de cumplir una serie de condiciones para poder obtener resultados fiables. El
patron interno ldégicamente no debe de estar presente en la matriz de la muestra y debe
comportarse de manera similar al analito durante las distintas etapas del analisis, es
decir sus propiedades fisico-quimicas han de ser analogas. Al mismo tiempo la sefial de
ambos debe ser suficientemente diferente para que puedan ser distinguidos en el

detector y cuantificados por separado.

En este caso, para construir la recta de calibrado, se representa la relacion de sefiales

para analito y estandar interno frente a la relacion de concentraciones.

Sa _ kaxCp
Ser ker+Cgr CEr

A.2 ANALISIS POR DILUCION ISOTOPICA

A.2.1. Los isotopos y el origen de la espectrometria de masas

El descubrimiento de la existencia de los is6topos de los elementos quimicos esta
intimamente ligado al desarrollo de la espectrometria de masas. El término “isétopo”
fue acufiado por primera vez por Frederick Soddy en 1913, para referirse a aquellos
elementos que procedian de procesos de decaimiento radiactivos y que poseian mas de
una masa atomica pero cuyas propiedades quimicas eran idénticas (por ejemplo el Pb).
No obstante, en ese momento se considerdé como un fenémeno exclusivo de los
elementos radiactivos, siendo necesarios numerosos estudios y el desarrollo de la
espectrometria de masas para demostrar que los elementos ligeros y estables también
poseian isétopos. Como punto de partida de la espectrometria de masas podrian tomarse

los experimentos llevados a cabo por J. J. Thomson y W. Wien a finales del siglo XIX.
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3 s . ;g . .
Thomson” realizd estudios sobre los rayos catddicos llegando a las siguientes

conclusiones:
-las particulas negativas y los rayos catodicos se desplazaban en la misma direccion
-los rayos eran desviados tanto por campos tanto eléctricos como magnéticos

-las particulas portadoras de carga eran las mismas independientemente del gas

existente en el tubo de descarga

-el camino libre promedio dependia sélo de la densidad del gas

Por su parte desde 1898 W. Wien® realizaba estudios
sobre otro tipo de particulas generadas en tubos de
descarga, los denominados “Canal Rays” o rayos anodicos,
descubiertos por Goldstein en 1896. Wien descubrid que
los rayos anoddicos no atravesaban ningln tipo de materia
solida sino solamente laminas agujereadas a través de los
cuales se formaban rayos fluorescentes. Demostré que

estaban cargados positivamente y que al igual que los rayos

catodicos, se desviaban en presencia de campos eléctricos o
) ) ) _ Figura 1. Tubo de descarga de

magnéticos. Las diferentes coloraciones de la fluorescencia rayos anéddicos

obtenidas usando distintos gases puros, parecian indicar que estas particulas diferian en

funcion del gas utilizado.

Entre 1907 y 1910, Thomson desarrollo y perfecciond un espectrografo de masas de
tipo parabolico dotado con una pantalla fluorescente, que le permitié obtener un mayor
poder de resolucion de los rayos anodicos del que obtuvo Wien en sus experimentos,
observando las lineas del hidrogeno y del helio. En una versién posterior,” y en
colaboracion con F. Aston, utilizé una pelicula fotografica como detector, publicando
el estudio de distintos gases, entre ellos el Neon, para el cual obtuvo dos lineas, una
intensa a masa 20 y una mas débil correspondiente a una masa de 22 uma, ademas
también encontr6 lineas a m/e 10 y 11 correspondientes a las especies con dos cargas.
En ese momento Thomson concluy6 que el Neon era en realidad una mezcla de dos

gases.
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Parabolis of Nean { 1],

Figura 2. Espectro de masas del Neon obtenido por Thomson y Aston

En 1912 Thomson construy6 el que podria denominarse el primer espectrometro de
masas.’ Los rayos anodicos eran desviados en una primera etapa por un campo
eléctrico constante y posteriormente por un campo magnético que iba aumentando en
pequefios incrementos. Tras una rendija situé una copa de Faraday de manera que fue
capaz de medir la corriente de descarga de las particulas que atravesaban dicha rendija.
Los experimentos posteriores de mayor relevancia fueron realizados por F.W.Aston, el
cual tratd de resolver el porqué de la linea a m/z 22 en el espectro de masas del Neon.
Tras intentar infructuosamente la separacion de las dos particulas por métodos fisicos,
procedidé a un analisis espectrométrico, para el cual disefid un espectrografo de masas
que le permiti6 llegar a un valor de resolucion relativamente alto de en torno a 100, con
lo cual pudo obtener valores de masa bastante exactos. Su principal cometido fue
demostrar porqué el peso atdmico del Neon, que habia sido determinado por Watson en
1910 obteniendo un valor de 20,200 uma, quebrantaba la conocida como “regla del
nimero entero”. Esta teoria habia sido formulada por William Prout en 1815, y
postulaba que las masas atomicas de los elementos eran multiplos de la masa del
hidrégeno. Mediante medidas de masa exacta tanto de Ne” como de Ne**, Aston obtuvo
los valores para 20.00 y 22.00 en una proporciéon de 9:1, valores que generaban un
promedio que coincidia perfectamente con el dato de 20,200 uma obtenido por Watson.
Ademas Aston observo una linea muy débil (<1%) a m/e 21, lo que sugeria la existencia

de una tercera particula o is6topo de Neon con una abundancia muy pequefia, lo cual
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encaja perfectamente con las abundancias hoy conocidas (ZONe 90,5%, 2Ne 9,2%, 2INe
0,3%).” Del mismo modo Aston determind la composicion isotopica de distintos

elementos tales como Ar, Kr, Hg o Cl.

En Marzo de 1921 tuvo lugar una reuniéon entre los cientificos mas importantes del
campo, Soddy, Aston, Thomson, Merton y Lindemann. Finalmente concluyeron que
existian suficientes evidencias de que los elementos ligeros podian estar compuestos por
mas de un isotopo. Este descubrimiento explicaba la desviacion que sufrian algunos
elementos con respecto a la regla del nimero entero, la cual resultaba aproximadamente
cierta para los is6topos de los elementos. Ya en 1925 se habia hallado la composicion
isotopica de unos 50 elementos quimicos y en 1948 el numero aument6 hasta 83,

gracias principalmente a los trabajos de Aston y Dempster.

A.2.2. Abundancias isotopicas naturales

A medida que evolucionaban los espectrometros de masas, permitiendo medidas
mucho mds exactas y precisas, se descubrio que ademas de aquellos elementos que
provienen de series de desintegracion radiactivas como Pb o Sr (elementos
radiogénicos), las abundancias naturales de los isdtopos de algunos elementos, aunque
practicamente constantes en la naturaleza, sufrian pequefias variaciones (del orden de
tantos por mil) debido a distintos procesos fisicos, quimicos o bioldgicos, que favorecen
el enriquecimiento de un is6topo sobre otro (fraccionamiento). Los elementos mas
estudiados hasta el momento han sido los ligeros (C,H,N,O y S) ya que hasta no hace
mucho se creia que la variacién en las abundancias isotopicas de los elementos de
transicion eran despreciables debido a su mayor masa (fraccionamiento dependiente de
la masa practicamente inexistente). * La mejora en la instrumentacion, en técnicas de
purificacién y en el conocimiento de los procesos que provocan el fraccionamiento
isotopico han posibilitado el estudio y el desarrollo de nuevas aplicaciones basadas en la
medida de variaciones isotdpicas naturales también de elementos pesados (Fe, Tl, Hg,
Cd, etc...). No obstante cuando se emplea la medida de relaciones isotdpicas con objeto
de obtener informacion cuantitativa (dilucion isotopica), se consideran las abundancias
de los elementos constantes, dado que en general la incertidumbre de la composicion
isotopica de un elemento debido a variaciones naturales es muy pequefia en
comparacion con otras fuentes de incertidumbre en andlisis por dilucion isotdpica y por

tanto puede despreciarse.
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A.2.3. Analisis por dilucion isotopica: Definicion y breve historia

El analisis por dilucion isotopica se basa en utilizar como patrones internos
sustancias analogas al analito pero con una abundancia isotopica alterada, denominadas
comunmente trazadores o “spikes”. ° La cantidad de analito en una muestra se determina
mediante espectrometria de masas, a partir del cambio en las abundancias isotdpicas del
elemento presente en dicha muestra inducido por la adicion del spike. El trazador, por
tanto, serd el propio elemento enriquecido en un isdtopo minoritario en el caso del
analisis elemental inorgdnico, o una molécula andloga al analito pero marcada
isotopicamente en alguno de los atomos que la conforman (D, °C, °N, generalmente)

en el caso de analisis de compuestos orgéanicos.

El concepto de dilucidon isotopica en andlisis quimico fue desarrollado y aplicado
inicialmente en 1913 por Hevesy y Paneth en la determinacion de la solubilidad del
sulfuro de plomo en aguas, para lo cual emplearon iso6topos radiactivos de plomo como
trazadores.'® Con el progresivo desarrollo de la espectrometria de masas, ambas técnicas
se combinaron dando lugar al andlisis por dilucion isotdpica tal y como lo conocemos
hoy en dia (IDMS del inglés Isotope Dilution Mass Spectrometry) permitiendo el uso de
trazadores no radiactivos. Los primeros experimentos empleando trazadores estables
enriquecidos datan de 1939-1940 en donde se empleaban patrones de aminoacidos o
acidos grasos enriquecidos en "’N o en deuterio, respectivamente.'"'? El analisis por
dilucion isotopica sufrid un gran impulso durante los afios 50 en el campo del analisis
elemental, y se aplico principalmente a la determinacion de elementos procedentes de
procesos de decaimiento radiactivo, utilizando mayoritariamente ionizacion térmica
acoplada a espectrometria de masas (TIMS) como técnica espectrométrica, dado que
permite obtener muy buenas exactitudes y precisiones en la medida de relaciones
isotopicas.”"® Durante los afios 70 y 80, debido al desarrollo de nuevos espectrometros
de masas (en especial los GC-MS) y a la mayor disponibilidad de compuestos
marcados, la aplicacion del andlisis por dilucion isotopica al andlisis de compuestos
organicos resurgio con fuerza mayoritariamente en el campo del andlisis clinico y
toxicologico dado que permitia obtener resultados con buena exactitud y precision en
matrices bioldgicas complejas.' Ya durante la década de los 90 se popularizé el empleo
del plasma de acoplamiento inductivo acoplado a espectrometria de masas (ICP-MS) en
el analisis elemental por dilucion isotdpica debido a que presentaba importantes

ventajas frente a TIMS, principalmente un tratamiento de muestra mucho mas sencillo y
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la posibilidad de acoplamiento con técnicas cromatograficas, ademas de conseguirse
niveles de precision practicamente equivalentes.'” Hoy en dia, el analisis por dilucion
isotopica se emplea incluso en analisis de rutina y, dada la alta calidad de los resultados
que proporciona y a su condicion de método primario de andlisis, tal y como se
explicara posteriormente, se emplea frecuentemente como método de referencia y en la

certificacion de materiales de referencia.'®!’

A.2.4 Fundamento y consideraciones generales

La dilucion isotdpica se basa en un concepto relativamente sencillo. Una cantidad
conocida de trazador enriquecido isotdpicamente se adiciona a la muestra y
posteriormente se determina la relacion existente entre ambas sustancias mediante

espectrometria de masas. El procedimiento a grandes rasgos seria como sigue:

1.- Caracterizacion del trazador, mediante dilucidon isotOpica inversa, utilizando un
patron de abundancias naturales certificado. Si se dispone de un trazador enriquecido

certificado esta etapa no es necesaria.

2.- Adicion de una cantidad exacta y conocida del trazador a una cantidad de muestra

determinada con exactitud.

3.- Equilibrio de la muestra durante un tiempo adecuado (equilibrio isotopico). Esta es
una etapa clave dado que si no se produce una perfecta homogeneizacion entre analito y
spike, se vera afectada la exactitud en el resultado final. En un método de andlisis por
dilucion isotdpica siempre debe comprobarse que se ha alcanzado el equilibrio

1sotopico.

4.- Se mide una alicuota de la muestra adicionada por espectrometria de masas para
determinar la relacion entre las senales de analito y trazador. A partir de esa relacion
isotopica medida se puede determinar con exactitud la cantidad de analito en la muestra.
Existen distintas formas de obtener el resultado final en funcion del tipo de especie a
determinar (elemento, molécula organica o especie organometalica), que seran descritas

posteriormente.

5.- Correccion de posibles variaciones instrumentales como pueden ser Ila

e, . 18,19
discriminacion de masa o el tiempo muerto del detector. ™
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6.- Andlisis de blancos. Cualquier posible contribucion de la matriz o de los reactivos
usados durante el andlisis a la sefial de la mezcla, alterara la relacion isotopica medida

reflejdndose en forma de error sistematico en el resultado final.

A.2.4.1 Ventajas de la dilucion isotopica

Siempre que se asegure el equilibrio isotdpico, el andlisis por dilucidén isotdpica

presenta una serie de ventajas resefables:

-Ha sido reconocido como método primario relativo de medida por el Comité
Consultivo para la Cantidad de Materia (CCQM)®’, ya que proporciona la mas alta
calidad metroldgica en este campo y, por tanto, se considera y se emplea como método

de referencia.

-Una vez que se alcanza el equilibrio isotdpico, cualquier pérdida de sustancia en la
muestra adicionada, no afectard al resultado final, dado que la relacidon isotopica
analito/trazador se mantendrd constante en cualquier alicuota de la muestra. Las
posibles transformaciones que puedan darse sobre el analito durante la preparacion de la
muestra seran igualmente corregidas por el trazador, dado que sus propiedades fisico-
quimicas son practicamente analogas a las del analito, constituyendo por tanto un patrén
interno “ideal”. Del mismo modo cambios en la sensibilidad instrumental, debido a

efectos de matriz o deriva, seran igualmente corregidos y no afectaran al resultado final.

-La exactitud y la precision del método dependen tnicamente de la exactitud y de la
precision en la relacion isotdpica medida, la cual puede determinarse de manera muy

precisa mediante espectrometria de masas.

-Dependiendo del tipo de analito y tipo de calibracién empleada, el analisis por dilucién
isotopica puede proporcionar la cantidad de analito en una muestra sin necesidad de

realizar rectas de calibrado, con el consiguiente ahorro en tiempo y coste por analisis.

A.2.4.2 Fuentes de error en el analisis por dilucion isotopica

Para que se den las ventajas anteriormente citadas y obtener asi resultados de gran
calidad, deben de tenerse en cuenta ciertas consideraciones que de otro modo podrian

dar lugar a errores en la determinacion final:

-Cualquier pérdida de sustancia antes de que se alcance el equilibrio isotopico no sera

compensada y por tanto constituira una fuente de error importante.
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-Debe de asegurarse que se ha alcanzado el equilibrio isotdpico y que tanto trazador

como analito se comportan de igual forma a lo largo de todas las etapas del analisis.

-Deben controlarse aquellas etapas que puedan provocar procesos de discriminacion
entre trazador y analito tales como fraccionamiento isotopico durante la preparacion de
muestra (principalmente en etapas de extraccion en la que se utilicen compuestos
organicos deuterados), o discriminacion de masa (principalmente durante la medida en

dilucion isotdpica inorganica).

-En el caso de la dilucidn isotdpica orgéanica, la marca no debe de estar en una posicion
en la que se pueda producir intercambio isotopico (como por ejemplo un grupo —OH

deuterado) o que pueda verse afectada por cambios en el pH.
-Deben tenerse en cuenta las posibles interferencias espectrales.

-Es importante tener una estimacion de la cantidad de analito que pueda haber en la
muestra para asi adicionar una cantidad de trazador adecuada para obtener una relacion
final 6ptima que genere el minimo error en la determinacién. En general para dilucion
isotopica organica una relacion analito/spike de uno se suele considerar Optima,
mientras que en analisis inorganico se puede calcular de forma tedrica a través del

llamado factor de magnificacion del error.”!

-Por ultimo debe de hacerse un control cuidadoso de los blancos ya que cualquier
contaminacion presente en la muestra dard lugar a una medida erronea de la relacion

isotOpica y por tanto afectard a la exactitud del resultado final.

A.2.5. Estrategias de calibracion en IDMS

Existen distintas formas de calibracion en analisis por dilucion isotopica
dependiendo del tipo de analito (molécula organica o elemento metalico) y de la

exactitud y precision que se requiera.

A.2.5.1. Método grafico

Se corresponde con el método del estandar interno pero empleando andlogos
marcados. Se preparan una serie de disoluciones de calibracion que contienen
cantidades crecientes de un patron del analito de interés y se adiciona una cantidad
constante del andlogo marcado tanto a estas disoluciones como a las muestras. A partir

de las medidas de relaciones de abundancia entre patron natural y marcado se construye
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una representacion grafica que permite evaluar el contenido de analito en las muestras.*
Esta estrategia es la mas habitual en el analisis por dilucion isotdpica de compuestos
organicos, empleando mayoritariamente analogos enriquecidos en ">C o deuterio y es
especialmente util cuando se deben analizar muestras con concentraciones variables de
analito. En el caso de andlisis por dilucion isotopica inorganico, este método no se suele
emplear dado que suele existir solapamiento espectral entre los perfiles isotdpicos del
elemento natural y del enriquecido, con lo cual no se obtiene una representacion lineal y
se dificulta en gran medida el calculo del resultado final. Una variante de este método
que permite obtener una mayor exactitud y precision, consiste en intercalar la medida de
la muestra entre la medida de un estandar que contiene una concentracion menor y otro
que contiene una concentracion mayor de analito, determinando la concentracion en la

muestra mediante interpolacion lineal ****

A.2.5.2 Dilucion isotépica simple

Es la estrategia de calibraciéon mas sencilla y rapida pero también la que puede
generar mayores incertidumbres.'® En este caso se prepara un unico estandar a partir de
un spike certificado en concentracion y se mide la relacién isotdpica en la mezcla
muestra/spike, a partir de la cual se obtiene la cantidad de analito mediante la ecuacion

de la dilucion isotdpica (ecuacion [4]).

Cs

b
msy Mg Asp (Rm—Rs
p Ms p( m p) (4]

=c
5P mg Mg, A% \1-RpRs

En donde ¢, y ¢, son las concentraciones de analito y spike en la muestra, mg y
mg,, las cantidades tomadas de muestra y spike, My y My, son los pesos
atomicos/moleculares y R, Ry, y R, son las relaciones isotopicas del analito, del spike
y de la mezcla respectivamente. Este tipo de calibracion es la mas habitual en dilucién
isotopica elemental. Como se puede observar, no hay ningun término en la ecuacion que
haga referencia a la sensibilidad instrumental y por tanto, al contrario que en las
metodologias de calibracion descritas con anterioridad, en este caso no es necesario

construir curvas de calibracion.
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A.2.5.3 Calibracion por dilucion isotopica doble

Se utiliza principalmente en dilucion isotdpica elemental cuando no se dispone de un
spike certificado. En este caso el trazador se caracteriza en un ensayo aparte. Se prepara
una disolucién a partir de un material enriquecido y del mismo modo se prepara una
disolucion de un patréon natural certificado partiendo del elemento en alta pureza
(>99,9%). Se elaboran distintas mezclas patron natural/spike y se procede al andlisis del
mismo modo que en cualquier ensayo convencional por dilucidén isotopica, con la
particularidad de que en este caso la especie a determinar es la especie enriquecida y por
ello este paso se conoce como dilucidn isotopica “inversa”. Por tanto, se puede definir

para el trazador una ecuaciéon equivalente a la ecuacion [4]:

my Msp A7 (1_RmRn) (5]

n
Msp Mn A%, \ Rm—R¢

Combinando ambas ecuaciones y asumiendo que la muestra tiene una composicion
isotopica igual a la del patrén natural y por tanto R&=R, y A%=A%, se obtiene la

., e 16
ecuacion final de la dilucién isotdpica doble:

Co = C Mn Mgy (1_Rm2RS) <Rm1_RSp) (6]
s =
nmsz ms \1-RmiRs/ \Rm2—Rsp

La dilucion isotopica doble proporciona en general menores incertidumbres que la
calibracion con un solo punto ya que, tal y como puede verse en la ecuacion, no hay
ningun término que haga referencia a la concentracion del trazador y por tanto el factor
de incertidumbre asociada a la misma se elimina. De hecho no es necesario conocer con
exactitud dicha concentracion. La principal desventaja frente a la dilucion isotopica

simple es el hecho de ser mas laboriosa y por tanto menos aplicable a andlisis de rutina.
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A.2.5.4 Método del ajuste exacto

El método del ajuste exacto podria considerarse como una variante del método de
dilucion isotdpica doble y se puede aplicar tanto en dilucion isotdpica organica como en
inorganica. 2 Emplea un ajuste iterativo con el objetivo de obtener una disolucion de
referencia (mezcla de patron natural y spike) con una relacion isotopica exactamente
igual a la de la muestra. De este modo los errores sistematicos se reducen al minimo y
se obtienen resultados con una exactitud y precision dificilmente igualables. Ademas no
es necesario conocer con exactitud las abundancias isotdpicas o la concentracion del

trazador. La Figura 3 muestra un diagrama de este procedimiento iterativo.

Estimacion de la
concentracion de analito en
la muestra

Y

Adicion de trazador a la
muestra en concentracion
igual a la estimada

Preparacion de mezcla de
calibracioén con igual
concentracion de analito y
trazador que en la muestra

N ]

Tratamiento de muestra
(extraccion, derivatizacion...)

Y

¢ Coinciden exactamente las
relaciones isotépicas?

NO

Si

Y

RESULTADO FINAL

Figura 3 . Diagrama del procedimiento de calibracion mediante el método del ajuste exacto

La primera etapa consiste en la estimacion de la cantidad de analito presente en la
muestra. Esto puede hacerse mediante un andlisis por dilucidn isotopica convencional
sin calibracion previa del instrumento o mediante cualquier otro analisis alternativo que
permita obtener una concentracion aproximada. A continuaciébn se prepara una
disolucion de referencia que contenga la misma cantidad de analito que la estimada.
Tanto a la muestra como a la disolucion de referencia se les adiciona la misma cantidad
de trazador. Se seleccionan dos masas adecuadas (is6topos o fragmentos moleculares)

de la especie que se desea cuantificar y se miden las relaciones isotdpicas tanto de la
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muestra como de la disolucion de referencia y a partir de ellas se hace una nueva
estimacion de la cantidad de analito en la muestra, que esta vez estard mas cerca del
valor real. El proceso se repite partiendo de esta nueva estimacion hasta que se produzca

una convergencia en la cantidad de analito que denotard el valor real.

A pesar de que en general solo dos iteraciones suelen ser suficientes, el método es
bastante laborioso y por ello no aconsejable para andlisis de rutina, siendo esta su
principal desventaja. Este tipo de calibracion es utilizado principalmente en aquellas
aplicaciones donde se busca obtener la minima incertidumbre posible como en el
desarrollo de métodos de referencia utilizando dilucién isotépica.’®*’ Con posterioridad
se desarroll6 una alternativa basada en un ajuste aproximado,”® en la que se emplea una
unica iteracion partiendo de la premisa de que la diferencia tanto en las relaciones
isotdpicas como la intensidad de las sefiales de la disolucion de calibracion y muestra

han de ser inferior al 5%.

A.2.5.5 Deconvolucion de perfiles isotopicos

Una forma mas reciente de realizar analisis cuantitativo por dilucion isotopica es
empleando la herramienta matematica denominada deconvolucion de perfiles isotdpicos
o IPD (del inglés Isotope Pattern Deconvolution). Esta herramienta permite estimar la
contribucion individual de distintas especies de igual m/z a un determinado perfil
isotopico experimental obtenido mediante espectrometria de masas. El perfil isotopico
observado se considera como una combinacion lineal de los patrones isotdpicos de las
diferentes especies isobdaricas y la contribucion de cada una de ellas se calcula mediante
regresion lineal multivariable. Las primeras aplicaciones se desarrollaron para estudiar y
corregir interferencias isobaricas.”” Como se ha comentado anteriormente, la presencia
de interferencias isobaricas afecta negativamente a la exactitud en la cuantificacién
mediante dilucion isotdpica ya que altera el valor real de la relacion isotopica medida y
por tanto el resultado del andlisis. Mediante IPD también es posible corregir efectos
como la discriminaciéon de masa sin necesidad de realizar correcciones externas,

siempre que se pueda medir un nimero de is6topos suficiente.*

El IPD también puede aplicarse en el andlisis por dilucion isotopica para la obtencion
del resultado final. El perfil isotdpico experimental de una mezcla muestra-trazador, se
puede igualmente considerar como una combinacidn lineal del perfil isotopico de la

muestra, de abundancias isotdpicas naturales, y del perfil isotdpico del trazador
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enriquecido. En este caso el célculo ira orientado al calculo de la contribucion de cada
perfil isotdpico, natural y enriquecido, al perfil isotopico observado en la muestra. El
resultado de este proceso matematico es la fraccion molar de cada uno de los perfiles
isotopicos en la mezcla. El calculo por IPD en dilucién isotopica presenta una serie de
ventajas. Por un lado, es una metodologia general que se puede aplicar tanto en dilucién
isotdpica organica como inorganica. Por otro lado, permite trabajar con multiples
perfiles isotopicos lo cual es necesario cuando se pretenden realizar estudios de

metabolismo o de especiacion metalica.’!

A.2.6 Analisis por dilucion isotopica de moléculas organicas

Aparte de algunos trabajos publicados en estudios de metabolismo durante finales de
los afios 30 y principios de los afios 40, el andlisis por dilucion isotopica de moléculas
organicas no se popularizd hasta la década de los 70, con la llegada de nuevos
desarrollos instrumentales, en especial con la comercializacion de los primeros equipos
de cromatografia de gases con deteccion por espectrometria de masas (GC-MS), y a la
aparicion de las primeras empresas dedicadas a la sintesis y comercializacion de
compuestos marcados. Como trazadores, los mas habituales son aquellos enriquecidos
en "°C o en deuterio, aunque también se emplean compuestos marcados en °N. De igual
modo fue en la década de los 70 cuando se desarrollaron las bases tedricas de la técnica.
El trabajo mas riguroso en este aspecto fue el publicado en 1976 por Pickup y
MacPherson,™ en el cual concluyen que debido principalmente al gran nimero de
posibles isomeros isotopicos que pueden existir en las moléculas organicas, las
ecuaciones desarrolladas para el analisis elemental no eran en general aplicables al
andlisis por dilucion isotopica de moléculas organicas y describieron las ecuaciones de
un nuevo modelo tedrico basado en la preparacion de rectas de calibrado (el método
grafico explicado anteriormente). Este modelo es lineal siempre y cuando no haya
solapamiento espectral entre los compuestos natural y marcado, con lo cual, se emplean
trazadores con varios dtomos marcados, de manera que los patrones isotdpicos no se
solapen, al existir una diferencia de masa significativa entre las especies natural y
marcada. La principal ventaja de este modelo es que no es necesario conocer la
composicion isotdpica del compuesto natural ni del marcado ni la concentracion exacta

de éste ultimo siempre que sea constante en patrones y muestras.
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A.2.6.1 Instrumentacion

Practicamente la totalidad de aplicaciones en dilucion isotopica orgédnica requieren
de una extracciéon previa de los compuestos de interés y la posterior separacion
mediante una técnica cromatografica. Por tanto la instrumentacion utilizada se basa en
el empleo de técnicas hibridas en las que una técnica cromatografica se acopla a una
técnica de deteccion por espectrometria de masas. Lo habitual es utilizar GC-MS con
fuente de impacto electronico o LC-MS con fuente de electrospray, siendo el
cuadrupolo y el triple cuadrupolo los tipos de analizador mas frecuentes. Idealmente,
tanto el compuesto natural como el spike deben de tener el mismo tiempo de retencion.
En ocasiones dependiendo del tipo y nimero de atomos marcados del spike pueden
producirse efectos isotopicos que provoquen la elucion a tiempos ligeramente
distintos.”> En este caso si se produjera un cambio drastico en la sensibilidad
instrumental entre la elucién de ambos compuestos, éste no seria corregido, provocando
un error en la determinacion. Este fendmeno en general no es tan importante en el caso
de GC-MS con fuente de impacto electronico, ya que las condiciones de la fuente no se
modifican durante el analisis dado que se emplean gradientes de temperatura. En el caso
de LC-MS con fuente de electrospray, una fuente mucho mas afectada por sustancias
presentes en la matriz que pueden provocar la supresion de la ionizacién, y por tanto
una disminuciéon de la sefal, los errores pueden ser mucho mayores. Ademas los
gradientes empleados en cromatografia liquida, tanto de sales como de modificadores

organicos, afectan a la eficacia del electrospray.

Dado que las sefiales obtenidas son de tipo transiente, la relacion isotopica se mide
como la relacion de areas de un determinado fragmento o ion molecular del analito y su
analogo marcado. En el caso de utilizar un cuadruplo se realiza la medida mediante SIM
(Selected Ion Monitoring) mientras que en el caso del triple cuddruplo el MRM
(Multiple Reaction Monitoring) es el mas utilizado, ya que se suele medir méas de una

transicion.

A.2.6.2 Aplicaciones

Desde su popularizacién en los afios 70, el analisis por dilucion isotopica empleando
analogos enriquecidos se ha aplicado en diversos campos en los que debido bien a la
complejidad de la matriz o bien a los requerimientos de exactitud y precision

necesarios, resulta imprescindible el empleo de esta técnica. Existen numerosas
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aplicaciones en analisis clinico y toxicoldgico,'* en analisis medioambiental,** y en
estudios metabolicos de biomarcadores y biomoléculas.”> Como método primario de
analisis, y dado que es la metodologia analitica que mejores caracteristicas presenta en
términos de exactitud y precision, se emplea muy habitualmente en la certificacion de

materiales de referencia.'”*

En los ultimos afios esta técnica ha cobrado especial
relevancia en el campo de la protedmica cuantitativa. Se han desarrollado diferentes
procedimientos basados en el empleo de moléculas marcadas con el objetivo final de
determinar la concentracion de proteinas existente en un determinado sistema biologico.
Las mas habituales son: i) SILAC®’ (Stable Isotope Labelling by Amino acids in Cell
cultures), en donde se introducen aminoacidos marcados, tipicamente '*Ce-Lysina y
BCe-Arginina, en el medio del cultivo celular (marcaje metabolico); ii) ICAT (Isotope
Coded Affinity Tags) que se basa en introducir una marca en la cisteina mediante
reacciones quimicas especificas del grupo tiol y iii) iTRAQ (Isotope Tags for Relative
and Absolute Quantification), en donde la marca se introduce también mediante
reaccion quimica pero en el extremo amino terminal en este caso. Cada vez estd mas
extendido la cuantificacion absoluta de proteinas empleando péptidos marcados como
estandares internos, técnica conocida mas generalmente como AQUA (Absolute
Quantification). En este caso uno o varios péptidos marcados especificos de la proteina
o proteinas a determinar se adicionan al digerido triptico de la proteina de interés,
determinando mediante espectrometria de masas, normalmente en el modo MRM, la
cantidad de péptido natural presente. A partir de la cantidad de péptido obtenida se

obtiene directamente la cantidad de pro‘[eina.38

A.2.7 Analisis por dilucion isotopica elemental (inorganica)

En este caso el analito a determinar es un elemento presente en una muestra dada.
Como trazador se emplea logicamente una disolucion enriquecida en uno de los
1s6topos del mismo elemento y por tanto, éste debe tener al menos dos is6topos estables
o con tiempos de vida media suficientemente largos. La metodologia mas habitual
consiste en emplear un trazador certificado, que se adiciona en las primeras etapas del
analisis. Si la muestra es solida debe ponerse en disolucion generalmente mediante
ataque con acidos en microondas utilizando recipientes cerrados para evitar pérdidas. La
digestion de la muestra debe ser cuantitativa para asegurar el equilibrio isotdpico. Una
vez alcanzado el equilibrio isotdpico cualquier pérdida de muestra posterior que ocurra

en otras etapas de preparacion de muestra, no afectara al resultado final ya que el valor a
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determinar finalmente serd la relacion isotdpica R, entre analito y spike, la cual es
constante en cualquier alicuota que se tome de la mezcla. Finalmente y dado que se
emplea un trazador certificado, la cantidad de elemento en la muestra se determina por
dilucion isotdpica simple utilizando la ecuacion [4]. De este modo se pueden cuantificar
multiples muestras con excelente exactitud y precision y ademas de forma rapida dado

que no es necesario construir curvas de calibracion.

A.2.7.1 Instrumentacion

Tradicionalmente la determinacion de trazas y ultratrazas metélicas por dilucion
isotopica se llevaba a cabo empleando TIMS®® como técnica de anélisis. Debido a su
exactitud y precision se ha empleado en la certificacion de materiales de referencia y
también se han desarrollado numerosas aplicaciones para la determinacion de
ultratrazas metalicas.™ No obstante, es principalmente en este ultimo campo en donde
TIMS ha quedado relegada a un segundo plano con la aparicion del ICPMS (plasma de
acoplamiento inductivo) a finales de los afios 80, debido principalmente a que es una
técnica mas sencilla y versatil, multielemental, con elevada sensibilidad para la mayoria
de elementos, requiere mucha menor preparacion de muestra y puede utilizarse como

sistema de deteccion en linea y, por tanto, puede acoplarse a sistemas cromatograficos.

A.2.7.2 Aplicaciones en dilucion isotopica elemental

El andlisis por dilucion isotdpica con ICPMS ha sido ampliamente utilizado en la
determinacion multielemental®' de trazas metalicas en multitud de matrices distintas,
como pueden ser acuosas,” geologicas® y biologicas* y en muy diversos campos tales
como medioambiental y biologico,” forense™® o en la certificacion de materiales de

referencia.'®*’

Aparte de en la cuantificacion de elementos totales, uno de los campos en donde mas
se ha extendido el uso de la dilucién isotdpica con ICPMS es en el de la especiacion
elemental. El analisis de especiacion implica determinar no sélo la cantidad total de un
elemento en una muestra, si no de cada una de las especies en las que ese elemento esta
presente. Este interés deriva del hecho de que las distintas especies de un elemento
tendran distinta toxicidad y biodisponibilidad y se distribuirdn de manera diferente entre
los distintos compartimentos medioambientales y bioldgicos. En este caso la especie a
determinar es una molécula orgénica pero a diferencia de la dilucion isotdpica organica,
en la que se emplean trazadores deuterados o marcados con °C, en este caso la marca es
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un iso6topo de un elemento detectable por ICP-MS presente en la misma. Dado que el
ICP es una fuente de ionizacidon elemental y por tanto no proporciona ningun tipo de
informacion acerca de la identidad de los analitos, para poder hacer especiacion, es
necesario separar ¢ identificar previamente las distintas especies a analizar. Para ello se
emplean las denominadas técnicas hibridas, que implican el acoplamiento de una
técnica de separacion, normalmente cromatografica, con una técnica de espectrometria
de masas. El acoplamiento HPLC-ICPMS es el mas ampliamente utilizado en
especiacion metalica,”’ aunque también es frecuente el uso de cromatografia de gases

acoplada a ICP.*®

Uno de los campos de mayor interés analitico en la actualidad en donde la dilucién
isotopica con ICPMS estd demostrando un gran potencial es en el bioandlisis y en
concreto en la protedmica cuantitativa.*’ Las caracteristicas de esta fuente de ionizacion
en cuanto a robustez, sensibilidad y especificidad elemental la convierten en una buena
alternativa a las técnicas mas comunmente utilizadas en proteémica cuantitativa®
basadas en el empleo de fuentes de ionizacion suaves como MALDI (Matrix-Assisted
Laser Desorption lonization) y ESI (Electrospray lonization). Dichas fuentes se ven
mucho mas seriamente afectadas por la matriz que el ICP y ademas, su respuesta
depende del compuesto a analizar y por tanto, en principio son menos adecuadas para
analisis cuantitativo. Este hecho unido a la falta de patrones y materiales de referencia y
a la tremenda complejidad y pequefio tamafio de las muestras hace que el andlisis

cuantitativo de proteinas sea uno de los mayores retos analiticos en la actualidad. >'~

A raiz del desarrollo de aplicaciones en el analisis de especiacion empleando técnicas
hibridas, principalmente HPLC-ICP-MS, Rottmann y Heumann sentaron las bases de
una nueva modalidad de dilucion isotdpica, basada en el empleo de un tnico trazador

. . . . ., . 53
enriquecido que se adiciona en continuo tras una separacion cromatografica.” Esta
modalidad se conoce como “species-unspecific isotope dilution” o dilucion isotopica en
linea, técnica en la cual se basa la presente tesis doctoral y que sera descrita en detalle

en el apartado siguiente.
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A.3 DILUCION ISOTOPICA EN LINEA

A.3.1 Cuantificacion independiente del compuesto

Como ya se ha comentado anteriormente, cuando se pretende cuantificar una
sustancia mediante una técnica instrumental, es necesario calibrar la respuesta del
detector para cada especie de interés construyendo curvas de calibracion a partir de
disoluciones de concentracion conocida de estdndares especificos. Sin embargo, algunos
sistemas de deteccion elemental son capaces de generar una respuesta para un
determinado elemento independientemente de la forma quimica de la que forme parte.
Esta particularidad hace que sea posible emplear un tinico patrén genérico que contenga
el elemento de interés para cuantificar las distintas especies en las que ese elemento
pueda estar presente en una determinada muestra. Las principales ventajas de este tipo
de cuantificacion son evidentes: s6lo se requiere un unico patrén y por tanto no es
necesario adquirir patrones de calibracion ni construir rectas de calibrado para cada uno
de los compuestos que se pretendan analizar y sobre todo, permite la cuantificacion de

sustancias para las cuales no existen patrones puros disponibles comercialmente.

Las primeras aplicaciones se desarrollaron utilizando cromatografia de gases
acoplada a MIP (Microwave Induced Plasma) y deteccion por emision atomica.’*>> La
capacidad de este sistema de deteccion para obtener resultados cuantitativos o semi-
cuantitativos sin patrones ha quedado patente en distintas aplicaciones que van desde
analisis de especiacion’® hasta la determinacion de compuestos organicos
halogenados,”” nitrogenados™ o sulfurados.”® También se ha demostrado su
aplicabilidad a la determinacion de hidrocarburos en mezclas modelo a partir de la
relaciéon carbono-hidréogeno, consiguiendo buena exactitud y precision bajo ciertas
condiciones experimentales, utilizando un plasma de He enriquecido en oxigeno.®® Aun
con todas sus aparentes ventajas, el uso de la técnica GC-MIP-AES no ha sido
demasiado extenso quedando relegada a un segundo plano mas aun tras la aparicion del
plasma ICP, mas sensible y robusto. Con ICP-MS como sistema de deteccion se han
desarrollado aplicaciones basadas en su capacidad de cuantificacion independiente del
compuesto tanto acoplado a GC para el analisis de compuestos organoclorados,”’ como
a HPLC para la cuantificacion de fosfopéptidos® y péptidos yodados®. También se ha
demostrado su capacidad para la cuantificacion independiente del compuesto en otros

. , . , . . . 64 r .
elementos de interés bioldgico y medioambiental.” Mas recientemente se ha evaluado
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la descarga luminiscente o “Glow Discharge” (GD) de micropulsos en la cuantificacion

independiente de compuestos halogenados volatiles.*

La capacidad del ICP-MS de generar una respuesta instrumental para un determinado
elemento independiente de la especie quimica en la que esté presente permitio el
desarrollo de una nueva modalidad de dilucion isotdpica que mejora las caracteristicas
analiticas de la calibracion independiente del compuesto mediante la adicion en

continuo de un trazador genérico enriquecido.

A.3.2 El concepto de la dilucion isotopica en linea

Los primeros sistemas por inyeccion en flujo empleados para realizar analisis por
dilucién isotopica, se disefiaron a finales de los afios 80 y principios de los 90, para la
determinacion de Pb.®*” En este sistema se alternaban varias inyecciones de muestra y
spike en un mismo carrier. En 1993 Klinkenberg y col. ®® disefiaron el primer sistema
FIA-ICP-MS en el que un volumen discreto de muestra o estandar se inyectaba en un
carrier que contenia la especie enriquecida, '>Te en este caso, de tal manera que el
trazador se dispensaba de manera continua, y lo aplicaron a la determinacion de Teluro
en aguas de vertidos industriales. Los mismos autores adaptaron las ecuaciones de la
dilucidén isotopica clasica a este nuevo sistema,” y posteriormente aplicaron la
metodologia a la determinacién de Cr, Cd, Hg y Pb en dos materiales de polietileno
dentro del proyecto PERM (Polymer Elemental Reference Material), centrandose

principalmente en la determinacion de la incertidumbre de la técnica.”

Los principios de la dilucién isotopica en linea para el analisis de especiacion
elemental, fueron definidos por Heumann y Rottmann en 1994 y aplicados a la
determinacién de complejos metélicos de cromo y molibdeno con sustancias humicas.”
Los autores hablan en este caso de dilucion isotopica especifica (species-specific
isotope dilution), cuando el trazador es la propia especie objeto de andlisis s6lo que
enriquecida en uno de los dtomos que la conforman. Del mismo modo se refieren a la
dilucion isotopica en linea como dilucidon isotopica inespecifica (species-unspecific
isotope dilution). Esto se debe a que en este caso se emplea un spike genérico que
contenga el elemento que se desea cuantificar, el cual puede ser una especie que no esté
presente en la muestra o incluso una disolucion del propio elemento enriquecido. Es por

tanto requisito imprescindible comprobar con estandares adecuados que la condicion de
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respuesta independiente del compuesto se cumple para cada elemento o especie de

interés.

El concepto de la dilucién isotopica en linea es muy intuitivo. La Figura 4 muestra
un esquema del proceso. Por un lado, un flujo masico o molar (mol/unidad de tiempo)
normalmente variable del elemento a determinar presente en la muestra, y que por tanto
tendra abundancias isotopicas naturales, se mezcla en continuo con un flujo constante
del spike que contiene ese mismo elemento pero con abundancias alteradas. De este
modo se obtiene un flujo resultante cuya relacion isotopica se mide continuamente en el
espectrometro de masas. El flujo variable de analito se obtiene en general mediante un
sistema cromatografico o un sistema FIA tal y como puede verse en el FIAgrama de la
figura en color gris (Fs) en donde también se puede apreciar la sefial constante
correspondiente al trazador (F,, en color negro). En este caso el equilibrio isotopico,
requisito imprescindible para poder cuantificar por dilucion isotopica, tiene lugar en la
propia fuente de ionizacion. Dentro del plasma todas las moléculas se rompen en los
atomos que las componen produciéndose la completa homogeneizacion del elemento

natural con el elemento enriquecido.

Flujo de spike (Fg)
> Flujo de mezcla
= . -F.+F.)

Flujo de muestra (F,)

8000
— 6000
z
= F
3 %
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c
Q
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0
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t (min)

Figura 4. Concepto de la dilucion isotdpica en linea
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A.3.3 Ecuaciones de la dilucion isotopica en linea

De acuerdo con el esquema de la Figura 4, una muestra que contiene una
concentracion del elemento a determinar Cs(mol/g), eluye de un sistema cromatografico
o FIA a un determinado flujo Fs (g/min) y se mezcla en continuo con el spike, que a su
vez tendrd una concentracion Cg, del elemento enriquecido y serd adicionado a un
determinado flujo Fg,. Por tanto, en la mezcla resultante el flujo molar total del

elemento M, (mol/min) vendra dado por:

Mm = CSFS + CSpFSp = MS + MSp [7]

Como ya se ha mencionado anteriormente, el flujo molar del trazador es constante,
sin embargo el flujo molar del elemento natural en la muestra normalmente varia con el
tiempo, como por ejemplo durante un pico cromatografico o cuando eluye la muestra de
un sistema FIA, tal y como puede verse en el FIAgrama de la Figura 4. Por tanto el flujo
molar total también variara en funcion del tiempo. Si suponemos un elemento con dos
isotopos a y b, se puede establecer un balance de masa para cada uno de ellos, de

manera que el flujo molar para cada is6topo vendra dado por:

M A%, = MgAS + Mg, Ag,, [8]

M Ab, = MgA? + Ms, A2, [9]

En donde A®y A’ son las abundancias de los isétopos a y b en la mezcla (m), muestra

(s) y spike (sp) respectivamente. Si dividimos ambas expresiones obtenemos:

MsAG+MspAg,
b b

[10]

24



Introduccion

En donde R, es la relacion de abundancias isotopicas en la mezcla (R,, = A% /Ab),
que logicamente también cambiara con el tiempo siempre que Ms cambie. Despejando

Mj de la ecuacion anterior y sustituyendo Ms), por Cs,Fp:

b
RmASp_Agp
A%—Ry, AL

Mg = CgpFsy [11]

Se obtiene de este modo la ecuacion basica para la dilucion isotdpica en linea. Como
se puede observar, conociendo la concentracion y el flujo del spike y midiendo R, en
funcion del tiempo mediante espectrometria de masas, se puede calcular el flujo molar

de elemento natural presente en la muestra.

A.3.4 Cuantificacion por dilucion isotopica en linea: cromatograma de flujo molar

La dilucion isotopica en linea implica la medida de sefiales transientes obtenidas tras
una separacion cromatografica o un andlisis por FIA. La informaciéon cuantitativa en
estos casos se obtiene de la representacion del flujo molar del elemento natural frente al
tiempo, que se conoce como cromatograma (o fiagrama) de flujo molar. Para ello es
necesario disponer de los datos del cromatograma punto por punto (tiempo, sefial para
el isdtopo a y sefial para el isotopo b. En la Figura 5 puede verse el proceso
esquematizado. A partir del cromatograma de intensidades se calcula la relacion
isotopica R,, en cada punto dividiendo el valor de intensidad obtenido para el is6topo a

entre el correspondiente valor para el is6topo b.

Cualquier posible fuente de error sistematico como discriminaciéon de masa, tiempo
muerto del detector o interferencias espectrales debe corregirse. Introduciendo estos
valores de Rm corregidos en la ecuacion [11], se obtiene el valor My en cada punto.
Representando M frente al tiempo se obtiene el cromatograma de flujo molar. Como se
puede ver en la figura, el eje de abscisas tiene unidades de flujo molar (pmol/min)
mientras que en el de ordenadas se representa el tiempo (min). De este modo la
integracion de cada pico en el cromatograma (ecuacion [12]) proporciona de manera

directa la cantidad de elemento natural mg que ha eluido en ese intervalo.
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Figura 5. Obtencion del cromatograma de flujo masico a partir de las sefiales instrumentales y la
aplicacion de la ecuacion

b
f t2 Rm (t)ASp _A.%p

t2
ms = J,; Ms(t) dt = CspFsy [, A2 Ry (£)AD

dt [12]

En donde t; y t, representan el principio y el final del pico respectivamente.
Partiendo de la cantidad calculada de elemento se puede obtener facilmente la cantidad
de compuesto correspondiente a cada uno de los picos del cromatograma (o fiagrama) si

se conocen sus formulas moleculares respectivas.

A.3.4.1 Dilucion isotdpica en linea con patron interno

Para poder obtener la cantidad de analito que eluye con el tiempo mediante la
ecuacion [11], el flujo molar del spike debe conocerse con exactitud. Si el spike es una
disolucion acuosa, normalmente se adiciona mediante una bomba peristaltica o de
jeringa. En este caso se puede calibrar el flujo molar de manera exacta y precisa
conociendo la concentracion de la disolucion y calibrando por pesada el flujo impulsado
por la bomba. Sin embargo en el caso de que se emplee un trazador en fase gas, o bien
cuando no se dispone de un trazador certificado, el calculo exacto del flujo molar
dispensado es dificil. Para evitar este problema Heilmann y Heumann desarrollaron un

método consistente en la adicion de una cantidad exacta de un patrén interno a las

26



Introduccion

muestras.”' Del mismo modo que para ms, se puede definir una ecuacion analoga a la
ecuacion [12] que permita calcular la cantidad de patron interno mg; correspondiente al
estandar interno. Dado que la ecuacion [12] esta directamente correlacionada con el area
del pico de la especie a determinar, si se divide esa ecuacion entre la correspondiente
andloga para el patron interno, se obtiene la siguiente relacion:
As
mg = mg — [13]
EI

A partir de la ecuacion [13] puede determinarse la cantidad de elemento natural que
eluye en un pico simplemente calculando las areas tanto de la especie elemental a
determinar como del patrén interno y asumiendo un flujo molar arbitrario para el
trazador, es decir, no es necesario conocer con exactitud ni la concentracion ni el flujo
que se adiciona de trazador para poder cuantificar las especies presentes en la muestra,
siempre y cuando no exista discriminacion entre el patron interno y los compuestos
objeto de andlisis. FEsta estrategia resulta de gran utilidad y simplifica
considerablemente el analisis por dilucion isotopica en linea dado que la principal
fuente de incertidumbre se encuentra precisamente en la determinacion exacta y precisa
del flujo masico de trazador, tal y como demostraron Koellensperger y col., utilizando
cisplatino y sus dos productos de hidrolisis para evaluar la incertidumbre en la medida
por SU-IDMS. Para ello compararon dos métodos de calibracion del flujo mésico del
trazador, por gravimetria y mediante el uso de un patrén natural. Se demostré que la
principal fuente de incertidumbre del proceso era precisamente la calibracion del flujo
masico, y que la determinacion gravimétrica del mismo proporcionaba valores mucho
mas exactos en la cuantificacion (incertidumbre combinada 8%) que la calibracion

mediante un patrén natural (17%).72

Logicamente el patrén interno seleccionado no debe co-eluir con los analitos de
interés. Otra ventaja adicional de utilizar un patrén interno en la cuantificacion por
dilucion isotopica en linea, es que las incertidumbres en los volimenes de inyeccion no
tendran efecto en el resultado final dado que la relacion de areas Ag/Ag; es independiente
del volumen introducido. De este modo se corrigen las pequefias variaciones en el
volumen inyectado como consecuencia de los pequefios volumenes que se utilizan en
cromatografia de gases (1-2 pL tipicamente) y, en el caso de analisis por FIA o HPLC,

no es necesario saber con exactitud el volumen del bucle de inyeccion.
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A.3.5 Instrumentacion para dilucion isotopica en linea

La configuracion mas sencilla consiste en una Uinica bomba peristaltica mediante la
cual se impulsa tanto la muestra como el trazador, mezcldndose ambos flujos en una
“T” de mezcla antes de la fuente de ionizacion. En este caso la relacioén isotdpica
medida es constante con el tiempo. Otra alternativa es mediante un sistema FIA,
utilizando una valvula de seis vias con un bucle de inyeccién para introducir un
determinado volumen de muestra antes de la mezcla con el spike. Cuando se inyecte la
muestra y el segmento con el analito llegue al detector, se producird un cambio en la
relacion isotdpica debido a la contribucion del elemento de abundancias naturales que
procede de dicho analito. No obstante, lo mas habitual es cuantificar las especies que
eluyen de un sistema cromatografico o electroforético, con adicion post-columna del
trazador. La Figura 6 muestra un esquema de la configuracion mas habitual para analisis
por dilucion isotopica post-columna, utilizada en andlisis de especiacion elemental. Tras
la separacion de las especies de interés por HPLC, el trazador se adiciona de forma
continua utilizando normalmente una bomba peristaltica y se mezcla con el flujo que
proviene de la columna en una “T” de mezcla, para posteriormente producirse el
equilibrio isotdpico en el plasma y la posterior medida de la relacion isotdpica en el
espectrometro de masas. Cabe destacar que es posible la automatizacion de esta técnica

en cualquiera de sus configuraciones acoplando un automuestrador.

Sistema
cromatografico

Pre-columna

l

e Columna
} analitica

® |
Peristaltica e ICPMS

Trazador %

Figura 6. Configuracion instrumental para analisis por dilucion isotopica post-columna
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A.3.6 Ventajas y desventajas de la dilucion isotopica en linea

La adiciéon en continuo de un spike genérico tiene como principal ventaja la
posibilidad de cuantificar diferentes especies que contengan un elemento en comun sin
necesidad de disponer de patrones especificos para cada uno de ellos. En este sentido
puede considerarse como un sistema de deteccion cuantitativo genérico para
cromatografia dado que proporciona informacion en tiempo real sobre la cantidad de un
determinado elemento en masa o moles que eluye del sistema cromatografico. Es
especialmente util en la determinacién de moléculas para las cuales no existen patrones
disponibles comercialmente, evitando tener que sintetizarlos, purificarlos y certificarlos
en el laboratorio. Otra ventaja es que permite estudiar de forma cuantitativa procesos no
cuantitativos, tales como etapas de extraccion o pre-concentracion. Dado que
proporciona la cantidad de elemento eluido es una herramienta excelente para llevar a
cabo estos estudios de recuperacion. Ademas cualquier posible fuente de inestabilidad
en la sefial analitica, debido a deriva instrumental o efectos de matriz es corregida en
tiempo real por el spike. Este hecho podria resultar ventajoso en analisis de rutina ya
que evitaria la necesidad de medir estandares de control de calidad cada cierto numero

de muestras.

Sin embargo el hecho de que la adicion de la especie enriquecida tenga lugar al final
del proceso analitico, previamente a la etapa de medida, hace que la dilucién isotopica
en linea presente una desventaja muy importante sobre la dilucion isotopica especifica.
En esta ultima la mayoria de las posibles fuentes de error que se presentan en las
distintas etapas de tratamiento de muestra son corregidas dado que la adicion del
trazador se realiza en las etapas iniciales del analisis. Esto no es posible utilizando
dilucion isotopica en linea y por tanto, no es una técnica recomendable para cuantificar
con elevada exactitud muestras muy complejas en las que sea necesario llevar a cabo
varias etapas de preparacion antes de la medida. Ademas es imprescindible evaluar la
recuperacion de la columna cromatografica ya que procesos tales como absorciones
inespecificas o la degradacion en la columna de las especies de interés no son
compensados.”” Cuanto menor sea el numero de etapas de preparacion de la muestra,
mejor serd la exactitud obtenida. Otra limitacion de la técnica como consecuencia de
utilizar un ICP-MS es que los principales constituyentes de la materia organica (C, H, O
y N) no son analizables por ICP y por tanto su empleo en el analisis de moléculas
organicas, cuyos componentes mayoritarios son precisamente estos elementos, estd
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bastante restringido. Otro factor a tener en cuenta, son las eficacias de la nebulizacién
que, en el caso de especies muy distintas, pueden ser significativamente diferentes,
afectando al resultado final. Ademas el empleo de una fuente de ionizacién elemental
como el ICP, en la que la informacion molecular se pierde, hace que sea necesario
recurrir a otras técnicas para identificar las especies de interés y ademads, exige la

separacion a linea de base de las especies a cuantificar.

A.3.7 Aplicaciones de la dilucion isotopica en linea

Como ya se ha comentado las primeras aplicaciones se desarrollaron con objeto de
determinar elementos metdlicos mediante andlisis por inyeccion en flujo utilizando
distintas configuraciones. Aparte de las ya comentadas, existen en la literatura
aplicaciones para la determinacion directa de Pb en vinos y orina, comparando distintas
técnicas de calibracién,”* o aplicado a la determinacion de Pt.”> No obstante donde la
dilucion isotopica en linea ha tenido una mayor expansion ha sido en el andlisis de
especiacion elemental y en la cuantificaciéon de proteinas. En estos casos resulta una
técnica muy util dado que en general no existen patrones certificados de péptidos o

proteinas ni de muchas de las especies elementales de interés analitico.

A.3.7.1 Dilucion isotopica en linea en analisis de especiacion y protedmica
cuantitativa

La primera aplicacion de la dilucion isotopica en linea en analisis de especiacion
descrita por Rottmann y Heumann se aplico a la determinacion de complejos de Mo y
Cu con sustancias himicas en materia organica disuelta en aguas de rio, asi como a la

s e 1: 129 53,76
especiacién de yodo utilizando '*I como trazador.”’

Dado que no era posible
sintetizar dichos complejos en el laboratorio, desarrollaron un método alternativo
basandose en la capacidad del ICP de producir una respuesta para un determinado
elemento independiente de su forma quimica. Para ello recurrieron a cromatografia de
exclusion por tamafios para la separacion de las distintas fracciones de interés.
Definieron esta técnica como “species-unspecific’-IDMS (SU-IDMS) por
contraposicion a la dilucion isotopica convencional, en donde se emplea como trazador
enriquecido la misma especie a determinar y que denominaron ‘“species-specific”-
IDMS. Posteriormente aplicaron la misma metodologia a la determinacion de complejos

de Ni, Pb y Fe con materia organica en disolucién.”’ Ademas caracterizaron distintos

tipos de aguas, residuales, vertidos, de mar, continentales, en funciéon de su perfil
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caracteristico de metales pesados (Ag, Cd, Tl, U, W, Zn y Zr) y de los complejos

anteriormente mencionados utilizando una disoluciéon multielemental como spike.78

Basandose en el mismo principio, desde el mismo grupo de investigacion se
desarroll6 una metodologia para la determinacion simultinea de metales pesados y de
carbono organico disuelto (DOC), tanto el total presente en las muestras como en
diversas fracciones cromatograficas obtenidas por SEC.” Para ellos utilizaron como
spike una mezcla que contenia 4cido benzoico enriquecido en "*C para determinar el
DOC monitorizando la sefial correspondiente al carbono (iones "*C"y °C") a la que se
adicionaban distintos isotopos enriquecidos de metales pesados (’Cu, 62Ni, Mo,
29%pp, y %*Zn) para su cuantificacion. En la Figura 7 se muestra un esquema del sistema
empleado. Cabe destacar que esta es la Uinica metodologia descrita en la que se
determina carbono mediante dilucidon isotopica post-columna HPLC-ICP-MS. Los
limites de deteccion obtenidos (0,7 ng Cs™), aunque adecuados para esa aplicacion en
particular, distan mucho de los valores habituales del ICP-MS para la mayoria de
elementos. Esto es debido principalmente al elevado potencial de ionizacion del
carbono (11,2 eV) que hace que la eficacia de ionizacion en el plasma no sea demasiado
buena, asi como al elevado fondo que presenta el ICP para este elemento en cuestion

debido a que es una fuente de ionizacidn a presion atmosférica.

muestra

valvula de inyeccidon

[Bomba de HPLC
de muestra

pre-columna

columna analitica valvula para calibracion

del flujo masico del spike

detector UV ICP-MS

Valvula para la adicion en continuo
de la disolucion enriquecida en *Ce
isotopos metalicos

Figura 7. Esquema del sistema HPLC-ICP-IDMS para la determinacioén simultdnea de carbono organico
disuelto y metales pesados en aguas.
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La dilucion isotopica en linea se ha empleado para llevar a cabo la especiacion de

. 80 . -
metales esenciales en suero humano,~ en concreto Cu, Fe y Zn en proteinas séricas
como la transferrina y la albimina, demostrando la importancia de la especiacion del
hierro en el diagnoéstico de ciertas enfermedades. De hecho con posterioridad se empled
la dilucion isotdpica post-columna en la cuantificacion de proteinas férricas en suero y
fluido cerebroespinal, con objeto de ser estudiadas como posibles biomarcadores de

enfermedades (p.ej. alcoholismo cronico). ¥-5%%2

Se han descrito numerosas aplicaciones basadas en SU-IDMS para la determinacion
de isoformas de metalotioneinas a partir del azufre de su estructura y de los metales que
llevan asociados. Estas proteinas participan en la detoxificacion de metales pesados y
pueden utilizarse como biomarcadores ya que son inducidas en los organismos tanto por
metales esenciales (Cu, Zn) como no esenciales (Cd, Ag, Hg, Pb). Asi se han
determinado metalotioneinas por SU-IDMS en matrices bioldgicas tales como higado
de distintas especies animales, con el objetivo de estudiar la exposicion y
bioacumulacion de metales toxicos en organismos vivos, se ha estudiado la
estequiometria de los complejos metalicos mediante la relacion metal/azufre, y se han
determinado en tejido cerebral de pacientes afectados por alzheimer, dado que se cree
que una de las isoformas de estas proteinas, la MT3, participa de alguna manera en el

desarrollo de esta enfermedad.*®’

Ademas de en el caso de las metalotioneinas, el azufre ha sido uno de los elementos
mas utilizado en la mayoria de las aplicaciones en las que se cuantifican proteinas por
SU-ICP-IDMS. La razén principal es que el azufre esta presente de forma natural en
algunos aminoacidos (cisteina y metionina) y por tanto se encuentra en la mayoria de
péptidos y proteinas. Ademas, si se puede medir mediante ICP-MS con limites de
deteccion aceptables, no como en el caso de los elementos C, H, N, O. Otra ventaja se
debe a que el hecho de formar parte de la estructura de los aminoacidos elimina el
riesgo de pérdidas del elemento durante las etapas de preparacion de muestra y medida,
como puede ocurrir con el metal coordinado de muchas metaloproteinas. Para su
deteccion, dado que se trata de un elemento fuertemente interferido, se emplean
normalmente espectrometros de masas de doble enfoque, que permiten trabajar a media
o alta resolucion, o bien instrumentos de tipo cuadrupolo con celda de colision o
reaccion, con el objetivo de eliminar dichas interferencias. Se han disefiado y propuesto

distintas estrategias para la cuantificacion absoluta de proteinas mediante azufre y
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dilucion isotdpica post-columna empleando como proteinas modelo seroalbumina
bovina y superoxido dismutasa,*® apoliproteina humana A1 y a-fetoproteina.®” También
se han disefiado metodologias en las que el trazador se adiciona antes de la separacion
cromatografica, como aditivo en la fase movil, con el objetivo de evitar la etapa de
mezcla y el uso de una bomba adicional, y de minimizar las volimenes muertos,
demostrando su aplicabilidad a la determinacién de péptidos tripticos™. Ademas de a la
cuantificacion de proteinas el andlisis por SU-IDMS se ha aplicado también a la
determinacién de pequefias biomoléculas de azufre.*® El principal reto en los proximos
afios en este campo es el de mejorar tanto las técnicas de separacion como los limites de
deteccion para azufre.” En este sentido se ha comenzado a comercializar recientemente
un nuevo tipo de ICP-MS de triple cuadrupolo que permite disminuir sensiblemente los
limites de deteccion para el azufre.”’ De hecho, el principal factor limitante para seguir

mejorando los limites de deteccion, son los blancos.

El andlisis mediante SU-ICP-IDMS también se ha aplicado a la determinacion de
compuestos derivados del tiofeno en gasoleos.”' Cabe destacar que esta aplicacion era
hasta la fecha la Unica en que se utilizaba cromatografia de gases como técnica de
separacion en combinacion con un trazador post-columna en fase gas, sulfuro de
dimetilo, enriquecido en **S en este caso. Para acoplar el cromatografo de gases al ICP
se construyo una interfase consistente en una linea de transferencia calentada, una union
Swagelok y un adaptador de vidrio para acoplarla a la antorcha del ICP. Para producir el
flujo de spike gaseoso, se acopld a la entrada del carrier un cilindro presurizado con
argon en el que se introducia el sulfuro de dimetilo enriquecido, cuyo flujo regulaban
mediante un controlador de flujo masico. También se ha utilizado un trazador en estado
gaseoso para la determinacion de mercurio y metilmercurio en muestras bioldgicas en la
que se empleaba como spike **’Hg que se adicionaba en fase vapor mediante un tubo de

permeacion.”

Otro elemento tipicamente analizado por SU-ICP-IDMS es el selenio debido a su
condicion de elemento esencial en los seres vivos y a que ademas presenta actividad
anticancerigena. Por ello el estudio del metabolismo del selenio y de sus distintas
especies conlleva un gran interés.” Se han realizado numerosos estudios de especiacion
cuantitativa por SU-IDMS en diferentes matrices bioldgicas tales como levadura y
harina de ‘[rigo,94 setas,95 colon de rata,96 y suero humano’’ empleando distintas

técnicas cromatograficas, exclusion por tamafios, fase reversa o intercambio anidnico,
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en funcion de cada aplicacion. Normalmente se utiliza celda de reaccion presurizada
con H; para eliminar las interferencias de dimeros de Ar, en las masas del selenio y el
"'Se es el trazador post-columna mas habitual. También se han desarrollado y
optimizado distintas estrategias para la determinacion de selenio asociado a proteinas
séricas, en concreto glutation peroxidasa (GSH-Px), selenoproteina P (SePP) y
selenoalbiimina (SeAlb), empleando cromatografia de afinidad para aislar las distintas
fracciones.”® La dilucion isotopica post-columna también se ha utilizado como
herramienta de cuantificacion de especies de selenio y de selenio total en estudios
metabolicos “in vivo” en el que se suministran isoétopos enriquecidos de selenio a
animales para posteriormente estudiar la distribucion de este elemento en el

organismo.””'"

El interés del cisplatino debido a su empleo como firmaco en quimioterapia y a su
elevada nefrotoxicidad, ha motivado el desarrollo de técnicas basadas en SU-HPLC-
ICP-IDMS para la determinacion de cisplatino y sus productos de degradacion en agua
y en orina de pacientes en tratamiento, con el objetivo de estudiar la cinética de
degradacion de este compuesto,'’’ o para la cuantificacién de los aductos de este

5 102
compuesto con el ADN generados “in vivo”.

Recientemente Cuyckens, Meermann y col. han demostrado la gran utilidad de la
SU-IDMS en el estudio de los metabolitos de un farmaco contra la tuberculosis,

probado primero en animales y posteriormente en humanos.'®'**

Logicamente no
existen estandares disponibles para los metabolitos de un farmaco en fase experimental,
y por tanto no pueden utilizarse fuentes de ionizacién moleculares (electrospray), para
obtener datos cuantitativos, dado que la sensibilidad de estas fuentes es fuertemente
dependiente de la estructura del compuesto analizado. Buscando una alternativa a los
métodos radiométricos tradicionales con '*C o *H, emplearon el acoplamiento HPLC-
ICP-MS para la cuantificacion de los distintos metabolitos, midiendo la sefial del bromo
presente en su estructura, y adicionando un flujo post-columna de Na®*'Br, que permitio
corregir la variacion en la sensibilidad del ICP debido a los gradientes de HPLC y
cuantificar los distintos analitos de interés. Estas dos publicaciones ponen de manifiesto
la complementariedad entre las técnicas de masas moleculares (ESI, orbitrap), que

fueron utilizadas para identificar o confirmar las diferentes especies, y las técnicas

elementales, ICP-MS en este caso, que mediante el empleo de la dilucion isotdpica post-
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columna permitié obtener un perfil metabolico cuantitativo de especies para las cuales

no existen patrones comerciales.

A4 EVALUACI(')N’ DE LA PUREZA QUIMICA DE
COMPUESTOS ORGANICOS

La determinacion de la pureza de una sustancia es importante por diversos motivos.
Es imprescindible conocer la pureza para poder predecir el resultado de reacciones
quimicas y bioldgicas. Es de especial importancia en el desarrollo y la fabricacion de
farmacos. Ademas, la evaluacion de la pureza quimica es una de las etapas esenciales en
la producciéon de estdndares y materiales de referencia organicos, que seran
posteriormente utilizados como patrones de calibracion en analisis quimico cuantitativo.
La determinacién de la pureza de una sustancia no es un proceso sencillo, siendo una de
sus mayores dificultades la falta de patrones certificados tanto para el componente
principal como, sobre todo, para las distintas impurezas en el caso de una determinacion
indirecta. De hecho en muchos casos hay que recurrir al empleo de métodos primarios

de analisis ademas de a otras técnicas alternativas de confirmacién.'®

Por otra parte, para establecer la trazabilidad de la pureza quimica al sistema
internacional de unidades (SI) se requiere, en principio, conocer totalmente la
composicion del material analizado. En la practica no es posible tener un conocimiento
completo de la composicion de un determinado material. Por lo tanto, la trazabilidad de
la medida quimica al SI se establece a partir de sustancias, normalmente de alta pureza,
caracterizadas adecuadamente en cuanto a estructura y composicion. A pesar del papel
tan importante que juegan las sustancias puras, hay muy poca informacion acerca de
como evaluar su pureza quimica, en especial de las sustancias organicas con estructuras

complejas.'®

A.4.1 Terminologia

-Material de referencia (RM)

Sustancia o material del cual una o varias de sus propiedades son suficientemente
homogéneas y estan bien establecidas para ser usadas en la calibracion de un
instrumento, en la evaluacion de un método de medida o para asignar un valor a un

determinado material.'”’” En analisis quimico los materiales de referencia pueden
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encontrarse como sustancia pura, como disolucidon de una o varias sustancias puras o en

una matriz similar a la de las muestras reales.
-Material de referencia certificado (CRM)

Es un material de referencia en el cual una o varias de sus propiedades se han
certificado mediante procedimientos que establecen la trazabilidad de ese valor a la
unidad apropiada para esa propiedad y en el que ademds el valor de dicha propiedad

viene acompafiado de un valor de incertidumbre a un intervalo de confianza dado.
-Pureza quimica

No existe una definicion desde el punto de vista metrologico de la pureza quimica.
La ITUPAC tampoco recoge ninguna definicion de esta propiedad. Desde un punto de
vista practico, se podria decir que una sustancia es suficientemente pura si las
propiedades que se van a medir son representativas del componente principal y si las
posibles impurezas presentes que pudieran interferir con el propdsito especifico del
material son lo suficientemente bajas como para que su efecto sea despreciable dentro
de un determinado limite de incertidumbre. De esta manera la pureza se define como la
cantidad de material de interés relativa a la cantidad total de todas las sustancias
presentes. El grado de pureza quimica aceptable dependera del uso especifico que se le

vaya a dar al material en cuestion.
-Trazabilidad

Es la propiedad del valor de una medida o estdndar a través de la cual se puede
relacionar con referencias establecidas, normalmente estandares internacionales, a
través de una cadena ininterrumpida de comparaciones, cada una de las cuales tiene una
incertidumbre asociada conocida. En resumen, la trazabilidad es la manera de asegurar
que medidas hechas en distintos tiempos, por diferentes analistas y con distintos
métodos puedan compararse con fiabilidad. De este modo, si se dispone de un RM
adecuado para la medida de una determinada propiedad, la determinacion trazable de
dicha propiedad es directa, siempre que se utilicen métodos validados en los que se haya
evaluado la incertidumbre total de los mismos. Si este RM es un CRM entonces la
trazabilidad al estandar de referencia, como por ejemplo el SI, esta garantizada, ya que
por definicion el CRM es trazable a dicho estdndar y por tanto la medida calibrada con

respecto a dicho CRM también serd trazable. Si no se dispone de un RM, para poder
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asegurar la trazabilidad habria que comparar la medida con respecto a otra propiedad

quimica o fisica para la cual si haya disponibles materiales de referencia.'®'"

-Calibracion

La calibracion engloba una serie de operaciones que relacionan el valor de una
determinada cantidad medida mediante un instrumento de medida con el
correspondiente valor de un estdndar. Mediante el proceso de calibracion se establece la

trazabilidad de la medida.
-Incertidumbre

Se define como el parametro asociado con el resultado de una medida que caracteriza

la dispersion de los valores que se pueden atribuir a la magnitud medida.
-Validacion de un método

Confirmaciéon y obtenciéon de evidencia objetiva de que un método determinado

cumple con los requisitos establecidos para una finalidad en concreto.
-Método primario de andlisis

Por definicién un método primario de andlisis es aquel que posee la mas alta calidad
metrologica, cuyo fundamento se puede comprender y describir totalmente y cuya
incertidumbre global se puede definir en términos del sistema internacional de unidades.
Los métodos primarios se pueden dividir en directos, aquellos que proporcionan el valor
de una magnitud sin necesidad de un estandar, y relativos, en los que se mide la relacion
entre el valor desconocido y el valor de un estandar de la misma magnitud y cuyo
fundamento debe estar totalmente descrito por una ecuacion de medida. Debe de ser un
método especifico para una sustancia determinada y los valores de todos los parametros
deben ser conocidos o deben poder calcularse, con un determinado valor de
incertidumbre asociado.'” No existe un método de medida que sea primario para todas
las aplicaciones si no que existen una serie de métodos generales con el potencial de ser
primarios en circunstancias especificas, que deben establecerse claramente, siendo

necesaria la validacion del método para cada proposito en concreto.
-Componentes de las sustancias quimicas puras

Componente principal (CP): es la sustancia o conjunto de sustancias de interés y que

seran las mas abundantes en la mezcla.
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Impurezas (I): cualquier otro componente presente en la mezcla que no sea el
principal.
A.4.2 Métodos de analisis de pureza quimica de sustancias puras

A.4.2.1 Tipos de métodos de analisis de pureza

Por definicion la suma de la cantidad o la masa del componente principal mas la
cantidad o la masa de todas las posibles impurezas es igual a la cantidad total de
sustancia o a la masa total en una muestra. Cantidad de sustancia (n.,) y masa del CP

(m,p) se relacionan directamente a través de su peso molecular (M,,):

Mep = NepXMep [14]

Ecuaciones andlogas pueden escribirse para cada una de las impurezas.

La cantidad de sustancia y la masa de sustancia de un componente C cualquiera

pueden expresarse como fraccion (x. y w, respectivamente) de la muestra total:

n
Xe = ——o— [15]
nep+Xing
mc
W, =—"7¢ 16
C T meptyimy L16]

Los valores de estas fracciones no serdn iguales a menos que todos los pesos
moleculares de todos los componentes sean iguales. Sin embargo, si la cantidad total de
impurezas es pequeia en relacion a la cantidad de componente principal, ambas
magnitudes seran muy similares. Teniendo en cuenta que la suma de fracciones molares

y de fracciones en masa es igual a la unidad, es decir:

Xep + XX =wep+ 2w =1 [17]
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si se conocen todas las posibles impurezas, la pureza de un material puro puede
determinarse de tres formas distintas: determinacion directa de n., determinacion
directa de X, 0 W¢p 0 estimacion simultanea de 1-Xx;, es decir cuantificando la fraccion

de impurezas y obteniendo la fraccion de CP por diferencia (determinacion indirecta).

A.4.2.1.a Determinacion directa de la cantidad de componente principal (n.p)

A continuacidn se resumen distintos métodos que permiten determinar la cantidad de

CP sin necesidad de cuantificar las distintas impurezas.

1.-Gravimetria

En la practica mas habitual se emplea el método por precipitacion, mediante el cual,
a una disolucion que contiene un analito muy soluble, se le adiciona un agente
precipitante, de manera que reaccione selectivamente con dicho analito formando un
nuevo compuesto de muy baja solubilidad, cuya masa se determina gravimétricamente
mediante una balanza analitica.''® Para poder obtener una determinacién precisa se
requieren cantidades considerables de analito, de decenas de miligramos hasta gramos,
pudiendo alcanzarse incertidumbres menores del 0,1%. La trazabilidad del resultado de
las medidas gravimétricas se asegura mediante la calibracion correcta de la balanza y el
conocimiento de la estequiometria de la especie insoluble generada. La principal
desventaja de estos métodos es que en general, las reacciones utilizadas para generar el
compuesto insoluble no son especificas y por lo tanto, deben evaluarse las posibles
impurezas que puedan interferir, ademds de aplicar correcciones a las distintas etapas
del andlisis debido a pérdidas en el proceso de filtracion, precipitacion incompleta,
etc... Por tanto desde un punto de vista practico los métodos gravimétricos por si
mismos no son los mas apropiados para determinar la pureza de sustancias orgénicas,
debiendo combinarse con otros métodos instrumentales que permitan evaluar las

posibles fuentes de error y realizar las correcciones oportunas.

2.-Volumetria

Se basa en la determinacion de la cantidad de un reactivo, denominada valorante, que
se requiere para reaccionar con una disolucion que contiene una cantidad desconocida
del compuesto de interés.''” La estequiometria de la reaccién entre analito y reactivo
debe estar perfectamente definida. La etapa principal consiste en determinar el punto de
equivalencia, en el cual la cantidad de valorante afnadida es estequiométricamente
equivalente a la cantidad de analito. Normalmente se utiliza algin tipo de sustancia
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indicadora que reaccione bien con el valorante o bien con el analito para producir, por
ejemplo, un cambio de color una vez que la reaccion de valoracion se ha completado.
También es habitual determinar el punto final mediante medidas instrumentales. Al
igual que para la gravimetria, se necesitan cantidades relativamente grandes de muestra
y las reacciones utilizadas no son en general totalmente especificas, por lo que es
necesario realizar también correcciones apoyandose en métodos instrumentales. La
trazabilidad se asegura mediante la calibracion adecuada del sistema de medida y
mediante la estandarizacion del valorante. Las incertidumbres en la medida pueden

llegar a ser tan bajas como 0,01%.

3.-Resonancia magnética nuclear cuantitativa (-NMR) con patron interno

La determinacién de pureza de sustancias organicas mediante ¢-NMR'"® se basa en
que la sefial obtenida en un espectro para el componente principal (/.,) es directamente

proporcional al nimero de nucleos N, del compuesto que generan dicha respuesta.

Iep = ksNey [18]

En donde kg es la constante del espectrometro utilizado. Normalmente una unica
sustancia genera varias lineas de resonancia especificas, siendo suficiente integrar una
de ellas para calcular la pureza. La manera mas eficaz de obtener resultados
cuantitativos por NMR es medir la relacion de la sefial del componente principal (Z.,)
con respecto a la sefal de un estandar interno (/g;) de elevada pureza. La inclusion en la
muestra de dicho patrén interno adecuado permite la estimacién de las cantidades
relativas de distintos compuestos en una mezcla. Una vez optimizados los parametros
instrumentales, &, serd la misma para cualquier linea de resonancia dentro de un mismo
espectro y, por ello, la relacion de sefales sera igual a la relacion de dtomos entre el

compuesto a determinar y el patrén interno.

Iep = Nep [19]
Igr  Ngp
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Por tanto la cuantificacion mediante esta técnica puede realizarse simplemente
empleando un Unico patréon genérico que contenga el mismo tipo de nucleo que las
especies a analizar, siendo el 'H el mas habitual. La pureza de una sustancia se

determina mediante la expresion:

P = Icp Ngt Mcp mgg
cp

= P [20]
Igf Nep MEf m El

En donde M., y Mg son las masas molares del analito y estdndar interno
respectivamente, m es la masa de muestra utilizada y mg; y Pg; son la masa y la pureza
del estandar interno respectivamente. Para poder aplicar este procedimiento debe de
garantizarse que la sefial analitica utilizada en la cuantificacion sea debida
exclusivamente a un Unico grupo funcional o fragmento molecular del analito, sin
contribuciones de otro tipo (impurezas), ya que de lo contrario se cometerian errores en
la determinacién. La cantidad de sustancia necesaria para realizar la determinacion va
de los pocos miligramos a cientos, pudiendo obtenerse incertidumbres de en torno al

114,115
7> Los resultados son

0,5% o incluso menos, en el caso de sustancias muy puras.
trazables a la cantidad de materia del estandar interno empleado. Las principales
desventajas de la técnica son el elevado coste de la instrumentacion y la complejidad en
la evaluacion de los datos analiticos, que requiere de personal altamente cualificado
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para la obtencion de resultados exactos y precisos en la cuantificacion.

4.-Analisis por dilucion isotopica

El método ya comentado del ajuste exacto seria el mdas indicado para la
determinacion directa de pureza en sustancias organicas puras, dado que no es necesario
que el trazador esté perfectamente caracterizado. Incertidumbres relativas inferiores al

0,1% son tipicas empleando esta técnica.

5.-Analisis elemental

El andlisis elemental se utiliza frecuentemente para la determinacion de los
elementos C, H, N, O y S. También es util para confirmar otro tipo de impurezas como

puede ser el agua. Los resultados de la composicion elemental pueden verse afectados
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por la presencia de impurezas con féormula quimica igual o similar a la del componente

principal.

6.-Otras técnicas con potencial para la determinacion directa de la cantidad de
componente principal

La combinacién de GC o de LC con CLND (Chemiluminiscent Nitrogen Detector)''®

también permitiria la determinacién directa de la pureza de sustancias, en este caso
nitrogenadas, dado que esta técnica se basa en la conversion cuantitativa de las
moléculas que eluyen del sistema cromatografico en una Unica especie poliatdmica
sencilla como es el NO. Los compuestos nitrogenados que eluyen del cromatografo se
hacen pasar a través de un horno a alta temperatura (1000°C aproximadamente), y en
exceso de oxigeno de manera que se produce la combustion completa de los mismos,
obteniéndose como resultado distintos productos tales como agua, diéxido de carbono y
monodxido de nitrégeno. EI NO se hace reaccionar con un exceso de ozono, generandose
NO; en un estado excitado, el cual es responsable de la emision de los fotones

(quimioluminiscencia) que generan la sefial analitica.

Furnace
TR-N+O, LU0 H,0+ NO + other oxides —

waste

| Membrane
Dryer

Residual

Vacuum Water

- Photomultiplier
¢ Tube

Data Acquisition \

Figura 8. Esquema de la instrumentacion utilizada en LC-CLND
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Otra técnica con potencial como detector universal en cromatografia, es la

117,118 En esta

denominada CRIMS (Chemical Reaction Interface Mass Spectrometry).
técnica, se utiliza un plasma de microondas a baja presion como interfase, cuyo entorno
quimico puede modificarse mediante la adicion de distintos gases reactivos (O,, SO5).

Los analitos entran en la camara del plasma reaccionando con el gas. Los productos

resultantes de esta reaccion son las especies medidas en el espectrometro de masas.

H
MEMBRANE CHANNELTRON
DESOLVATOR
NEBULIZER GAS— ===J- CRIMS CAVITY ~ QUADRUPOLE Q
NEBULIZER ———— » g
HELIUM —» Separator V
e (AN A @ H
HEATED U-TUBE el \ ELECTRON
| " ) IMPACT
HELIUM + : IONIZATION
MECHANICAL|
PUMP :
VENT '
SOLVINTS REACTANT. '
GAS (SO,) :
N
co,
C,H,ON,S, ::o,o 0,
s0, NO
LOW PRESSURE
PLASMA

Figura 9. Esquema de la configuracion instrumental utilizada en LC-CRIMS''®

El acoplamiento de GC o de LC con IRMS (Isotope Ratio Mass Spectrometry),'"’

también permitiria en principio la determinacion directa de la pureza de una sustancia,
dado que, al igual que CLND o CRIMS, se basan en la transformacién de los

compuestos de interés en moléculas poliatomicas sencillas, CO, en este caso concreto.

La aplicabilidad a la determinacion de purezas de las técnicas mencionadas recae en
que podrian calibrarse utilizando un estandar genérico adecuado, dado que la especie
finalmente medida es unica (CO,, NO,, etc...), y por tanto la respuesta instrumental
seria independiente del compuesto siempre y cuando la oxidacién o la combustion
fuesen cuantitativas. La trazabilidad se aseguraria mediante dicho estandar. Debe
mencionarse que aunque estas técnicas tienen potencial para ser detectores universales
de cantidad de compuesto, dado el principio en el que se basan, su eficacia desde un

punto de vista cuantitativo, a excepcion de CLND, atn no ha sido estudiada en rigor.
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A.4.2.1.b Determinacion directa de la fraccion en masa (w¢p) 0 moles (Xcp) del

componente principal

Estos métodos se basan en la asuncion de que es posible separar todas las posibles
impurezas bien en funcién del tiempo (cromatografia), en funcion de la frecuencia
(RMN), de la masa (MS) o por otros medios fisicos y que ademads, la sensibilidad
instrumental para los distintos componentes de la mezcla es similar o idéntica. Si estos
dos requisitos se cumplen es posible determinar la fraccion en masa o moles del
componente principal como la relacion entre la sefial debida al CP y la suma de las
sefales de todos los componentes de la mezcla. Varias técnicas se utilizan

habitualmente de esta forma para estimaciones de pureza.

1.-Cdlculo del porcentaje en area por cromatografia de gases (GC)

La excelente resolucion que puede obtenerse mediante GC unido a las buenas
prestaciones del FID para compuestos orgénicos en cuanto a intervalo dindmico y
sensibilidad, hacen que sea una técnica utilizada ampliamente en la caracterizacion de
CRM’s e incluso se ha propuesto, en combinacién con otras técnicas, como método
primario de analisis idoneo para la certificaciéon de sustancias organicas.'*’ Dado que la
respuesta del FID es aproximadamente proporcional al niimero de carbonos de la
molécula, si se conoce el tipo de impurezas presentes en el material y estas son
estructuralmente similares al componente principal, se podria estimar directamente w,,
mediante GC-FID. Sin embargo este detector no es sensible al agua y ademads su
respuesta es s6lo aproximadamente proporcional, con lo cual deben utilizarse otras
técnicas complementarias durante el proceso de certificacion. El resultado de we,

obtenido sera trazable siempre que se cumplan las siguientes condiciones:
-la fraccién de componente principal es muy grande
-todas las impurezas son detectadas y separadas del componente principal

-los factores de respuesta del FID son similares para el componente principal y todas

sus impurezas

Otros sistemas de deteccion para cromatografia de gases que debido a sus
caracteristicas podrian ser utilizados para este tipo de aplicaciones son IRMS, CRIMS o

AED.
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2.-Calculo del porcentaje en area mediante cromatografia liquida (LC)

Aunque en general la resolucion que proporciona la cromatografia liquida es
netamente inferior a la que se puede obtener por cromatografia de gases, el nimero de
mecanismos de separacidon existentes y de fases estacionarias disponibles es muy
superior y por tanto el potencial para separar los distintos componentes de una mezcla
es mayor. Ademas las temperaturas que se utilizan normalmente en separaciones por
HPLC son bajas con lo que no existe riesgo de descomposicion térmica. El principal
problema de la técnica es que no existe ningiin detector que presente una respuesta mas
0 menos constante para todos los compuestos organicos. La deteccion UV-VIS es
utilizada habitualmente para la determinaciéon de pureza mediante el calculo del
porcentaje en area, sin embargo la respuesta de este detector puede variar mucho con
pequefios cambios en la estructura de los compuestos. IRMS y CRIMS podrian ser
sistemas de deteccion adecuados, aunque atn no se han validado para la determinacion

de pureza.

3.-Calculo del porcentaje en area mediante resonancia magnética nuclear (RMN)

Como en los casos anteriores, la pureza se obtiene calculando la relacion entre la
sefial obtenida para la sustancia de interés y la suma de todas las sefiales del espectro
obtenidas para el nicleo medido (normalmente 'H o ">C). Se necesita al menos una
sefal del componente principal libre de interferencias. Incertidumbres en la integracion
de en torno al 0,5% son tipicas. Los resultados obtenidos son trazables siempre y

cuando:
-el valor x,,. sea muy alto
-se integren todas las sefiales

-las relaciones atomos/molécula se hayan determinado correctamente

-A.4.1.2.c Métodos para la determinacion de la fraccion molar de impurezas
(2x7)

Los siguientes métodos permiten determinar el valor Xx; sin necesidad de identificar

previamente las distintas impurezas.
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-Meétodos termicos

Son utilizados frecuentemente en la determinacion de la pureza de sustancias tanto
inorganicas como organicas que contengan niveles de impurezas bajos (<2%). Las
principales ventajas que presentan es que no requieren un patrén puro de la sustancia de
interés y que permiten obtener buenas precisiones (<0,2%). La determinacion de pureza
se realiza a partir de la ecuacion de Van't Hoff que relaciona la disminucion del punto

de fusion de una sustancia no pura con la fraccion molar de las impurezas que contiene.

_ 7 _ (RS \x
T=T, (AHqu)F [21]

En donde T es la temperatura de fusion del material impuro, 7} la temperatura de
fusion del material puro, 4Hj,s la entalpia molar de fusion, R la constante de los gases, I
la fraccion de solido fundido a la temperatura 7'y x; la fraccion molar de las impurezas.
F se calcula en cualquier momento del experimento a partir del calor de fusion liberado
a esa temperatura. Representando la temperatura observada frente a 1/F se obtiene una
linea recta a partir de cuya pendiente se puede calcular x;. Para poder aplicar esta

ecuacion deben de cumplirse varias premisas:

-el sistema debe de comportarse de manera ideal, es decir, la fraccion de impureza

debe de ser totalmente soluble en el fundido y no deben formarse soluciones solidas.
-debe de alcanzarse el equilibrio en el sistema entre el solido y la fase fundida.
-la fraccion de impurezas debe de ser muy pequena, inferior al 1,5%.

Existen distintos técnicas calorimétricas que se emplean habitualmente en la
determinacién de pureza.'”! Los primeros analisis realizaron utilizando calorimetria
adiabdtica. Este método es capaz de proporcionar resultados con alta exactitud y
precision pero requiere grandes cantidades de muestra (50-100g), y la medida se
prolonga durante varias horas. Aun asi se sigue utilizando en la actualidad en centros de
metrologia como técnica complementaria en la certificacion de materiales de referencia
de alta pureza.'”* Hoy en dia se emplea mayoritariamente la calorimetria de barrido
diferencial (DSC) para este tipo de aplicaciones dado que requiere mucha menor

cantidad de muestra, en torno a Smg dependiendo del tipo de instrumento, y la duracion
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del analisis es de aproximadamente 1h. Sin embargo para obtener resultados exactos los
diferentes parametros instrumentales (velocidad de calentamiento, encapsulado de la
muestra, evaporacion de la misma) deben de controlarse muy cuidadosamente. Ademas
en ambas técnicas deben de aplicarse distintos factores de correccion para obtener
resultados exactos.'”' Por otra parte los métodos calorimétricos no son aplicables a
materiales que se descomponen en las proximidades del punto de fusiéon ni a aquellos
que sufren transformaciones polimorficas durante el analisis. Debido a la complejidad
de estas técnicas, para confirmar la exactitud de las medidas es recomendable analizar
sustancias de pureza conocida antes de proceder al andlisis del material desconocido y
validar los resultados mediante otras técnicas. Los resultados seran trazables siempre y

cuando las premisas anteriormente citadas se cumplan.

-Analisis por solubilidad de fases

Es un método muy utilizado, junto con la DSC, en la determinacion de la pureza de
patrones de referencia para el analisis de productos farmacéuticos.'” Se basa en el
principio termodindmico de que una disolucion saturada no altera su composicion con la
adicion de mas solido a temperatura constante. Sin embargo, si una o varias impurezas
estan presentes la composicion de la disolucion va a cambiar hasta que se sature con
respecto a cada componente. Para realizar la medida se preparan varios viales sellados
en los que se adicionan distintas cantidades de s6lido manteniendo constante la cantidad
de disolvente y a la misma temperatura para posteriormente, una vez alcanzado
completamente el equilibrio, determinar el peso del solido disuelto. Es un método muy
laborioso, cada andlisis de pureza puede tardar semanas incluso, que requiere grandes
cantidades de muestra (1-100g). Ademas no es apto para el andlisis de mezclas liquidas

ni de compuestos que formen suspensiones.

A.5 DETERMINACION DE LA PUREZA EN MASA DE
ESTANDARES DE PEPTIDOS

A.5.1 Cuantificacion absoluta de proteinas por espectrometria de masas

El estudio de las proteinas en los organismos vivos, proporciona informacion
esencial acerca de multiples procesos biologicos, permitiendo identificar aquellas
proteinas cuya presencia, ausencia o alteracion se correlaciona con determinados

estadios fisiologicos. El despegue definitivo de esta ciencia se produjo con el desarrollo
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y consolidacion de la espectrometria de masas aplicada al analisis de biomoléculas,
debido a la capacidad de estas técnicas de proporcionar informacion cualitativa y
cuantitativa de cientos de proteinas simultaneamente. Aunque la mayoria de estudios
llevados a cabo inicialmente en protedmica se basaban principalmente en la
identificacion de las proteinas presentes en un determinado sistema bioldgico, en los
ultimos afios se ha producido un gran incremento en el nimero de métodos
desarrollados para la determinacion la cantidad absoluta de proteinas basados en
espectrometria de masas, hasta el punto de que la gran mayoria de los experimentos

realizados hoy en dia se basan en la obtencion de informacion cuantitativa.”®

A pesar de que es posible determinar proteinas intactas de manera directa, la mayoria
de los métodos de cuantificacion desarrollados se basan en la ruptura especifica de la
proteina en fragmentos caracteristicos mas pequefios (péptidos), de manera que puedan
ser analizados utilizando instrumentacion de LC-MS convencional, facilitando la
cuantificacion. Normalmente ésta se lleva a cabo mediante dilucion isotopica utilizando
como trazadores péptidos sintéticos marcados isotdpicamente, los cuales se adicionan
tras la digestion de la proteina. Logicamente, la exactitud del método dependerd en gran

medida de la adecuada caracterizacion de estos analogos enriquecidos.

Sin embargo, la produccién de estdndares de péptidos de alta pureza y bien
caracterizados en cuanto al grado de hidratacion o presencia de impurezas no
detectables por espectrometria UV-VIS, tales como sales, es compleja y en muchos
casos no es posible. Por este motivo una estimacion de la pureza de péptido sintético
mediante LC-UVVIS, no reflejara de manera exacta la cantidad real de péptido y por
tanto la preparacion de una disolucion estdndar de un patron asi caracterizado no servira
para cuantificar con exactitud.'** Un claro ejemplo se encuentra en el material de
referencia NIST RM8327, uno de los pocos materiales de referencia de péptidos
sintéticos disponibles. Los valores de pureza LC-UVVIS para cada uno de los tres
péptidos A, B y C de que consta el material estan muy alejados de los valores
certificados de pureza en masa, tal y como puede verse en la tabla 1. La cantidad de
péptido en un material debe por tanto ser determinada por otros métodos, siendo el

analisis de aminoacidos el método de referencia.
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Tabla 1. Valores de referencia e incertidumbres expandidas para la pureza UV y la pureza en masa del
material de referencia NIST RM8&327

Péptido Absorbancia U (k=2,776) Pureza en U (k=4,303)
UV (%) masa (%)
A 94,0 4,6 69 11
B 86,5 12,6 73 14
C 97,1 3,6 67 16

A.5.2 Analisis de aminoacidos (AAA)

La determinacion de los aminoacidos que componen un péptido (o proteina), es decir
e o 125 . .

el anélisis de aminoacidos, ©° es un proceso complejo que consta de dos etapas: una

hidrélisis quimica y la posterior separacion cromatografica, y cuantificacion de los

aminoacidos liberados. Normalmente los aminoacidos son derivatizados pre- o post-

columna y detectados mediante espectrometria visible-ultravioleta o fluorescencia. Una

vez cuantificados los aminoacidos, la cantidad de péptido se calcula de manera sencilla,

simplemente a través de las relaciones molares.

La hidrolisis es la etapa mas critica del andlisis dado que existen diversos factores a
controlar tales como temperatura, tiempo de reaccion o adicion de aditivos, que pueden
variar la eficiencia de la reaccion. Existen multiples protocolos de hidrolisis aunque el
mas aceptado consiste en una hidrolisis acida en acido clorhidrico 6M a 110°C durante
24 horas y a vacio o atmosfera inerte. En estas condiciones estandar la digestion es casi
completa para la mayoria de péptidos. Sin embargo algunos enlaces peptidicos tales
como lle-Ile, Ile-Val o Val-Val pueden requerir condiciones mas fuertes o tiempos de
reaccion mas largos, de hasta 90-120 horas. Ademas aminoacidos tales como cisteina,
metionina, asparragina, glutamina, treonina, serina, triptéfano o tirosina, se pueden
degradar. Para minimizar las pérdidas de aminoacidos se suelen anadir ciertos aditivos
al medio de reaccion, tipicamente 0,1% de fenol. Desde hace unos afos se esta
popularizando el uso de instrumentos de microondas dado que permiten llegar a la
temperatura requerida mas rapidamente y ademads transmiten la energia de forma mas

. : L . 126
eficiente, reduciendo drasticamente el tiempo de reaccion.
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En cuanto a la deteccion y cuantificacion cada vez se impone con mas fuerza el uso
de la dilucion isotopica,'>” empleando aminoécidos marcados, dado que permite obtener
mejores resultados en términos de exactitud y precision y ademds no requiere la
derivatizacion previa de los aminoacidos para poder ser detectados, ya que la deteccion
se hace por espectrometria de masas. Ademds existen materiales de referencia

certificados de aminoacidos que permiten dar trazabilidad a las determinaciones.

A.5.3 Otros métodos para la determinacion de la pureza de péptidos

La evidente complejidad del anélisis de aminoacidos ha motivado el desarrollo de
métodos alternativos que permitan determinar el contenido en péptido de estandares

sintéticos de manera mas directa y simple.

El acoplamiento de la cromatografia de liquidos con la deteccion quimioluminiscente
de nitrogeno (CLND) ha sido evaluado para la determinacion del contenido de péptido
en estandares sintetizados mediante sintesis en fase solida, utilizando como patrén
interno una mezcla estandar de péptidos.'?® La respuesta de este sistema de deteccion es
proporcional a la cantidad de nitrogeno presente en la molécula y en principio, es capaz
de proporcionar informacién cuantitativa sin la necesidad de utilizar patrones
especificos. No obstante, el uso de este detector no se ha popularizado, posiblemente
debido a su complejidad instrumental y a su falta de robustez,'” y es muy escaso el
numero de referencias bibliograficas recientes que describen aplicaciones utilizando

LC-CLND.

Se han descrito diversas aplicaciones para la cuantificacion de péptidos utilizando
deteccion elemental por ICP-MS. Las caracteristicas de esta técnica, tal y como ya se ha
comentado, permiten la cuantificacion de compuestos utilizando un tUnico patrén
genérico, siempre y cuando estas especies contengan un elemento detectable por ICP.
Por tanto, péptidos que contengan en su estructura azufre o fosforo, pueden ser
cuantificados directamente.®® En caso contrario, es necesaria una etapa de derivatizacion
en la que se introduzca en la molécula una marca que contenga un elemento que sea
detectable por ICP-MS.® El procedimiento de marcaje debe de ser cuantitativo,
especifico y la estequiometria de la reaccion conocida, para poder relacionar la cantidad

de elemento determinada por ICP con la cantidad absoluta de péptido.
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Existen muy pocas técnicas analiticas que puedan ser utilizadas para determinar de
manera directa la pureza de compuestos organicos complejos. En el caso concreto de
péptidos, el método de referencia, el analisis de aminoacidos, es un proceso complejo
con multiples causas posibles de error, por lo que resulta necesario el desarrollo de
nuevos métodos que permitan determinar el contenido de péptido en un estandar de
manera mas sencilla y trazable, de forma que se dé trazabilidad a las determinaciones de
proteinas y se favorezca la generacion de resultados comparables entre distintos

laboratorios asi como el desarrollo de materiales de referencia, hasta ahora muy escasos.
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Objetivos

Existe cada vez una mayor necesidad de sistemas de deteccion que permitan la
deteccion y cuantificacion de moléculas organicas pequefias de forma fiable, rapida,
precisa y automatizable. Se estima en aproximadamente 14 millones el numero de
moléculas estables por debajo de 160Da que podrian ser sintetizadas y en 10** la
cantidad de compuestos orgédnicos distintos que podrian sintetizarse a través de rutas
sintéticas conocidas.'” Evidentemente, resultaria imposible disponer de patrones
certificados para todos ellos y por tanto la disponibilidad de un sistema de deteccion y
cuantificacion genérico que permitiera obtener resultados cuantitativos sin la necesidad

de estandares especificos para cada molécula de interés seria de gran utilidad.

Por otra parte las industrias farmacéuticas a través de sus programas de investigacion
producen y analizan miles de nuevos compuestos quimicos cada afio. Antes de que estos
compuestos puedan ser utilizados como intermedios sintéticos o en las pruebas
bioldgicas iniciales, debe probarse que son lo suficientemente puros. Durante las etapas
inmediatamente posteriores a la sintesis, muchas de las posibles impurezas son
desconocidas, no pudiendo determinarse sus factores de respuesta para los detectores
habitualmente empleados en HPLC o GC. Por tanto se recurre al célculo de la pureza
mediante porcentaje en area, normalmente mediante UV-VIS, FID, o MS, a sabiendas
de que existe un riesgo potencial de que la respuesta para alguna de las impurezas sea
sensiblemente distinta de la del compuesto mayoritario. En este aspecto se han
estudiado varios tipos de sistemas de deteccion capaces de generar una respuesta
relativamente homogénea e independiente del compuesto, tales como ESLD
(Evaporative Light Scattering Detection), CLND (chemiluminiscent nitrogen detector) o
RMN, como posibles detectores universales para HPLC.? Sin embargo, sélo el

acoplamiento de RMN con HPLC podria cumplir la funciéon de detector universal y

[1] T. Fink, H. Bruggesser, J.L. Reymond, Virtual exploration of the small-molecule chemical universe
below 160 Daltons, Angewandte Chem International Edition 44 (2005), 1504-1508

[2] P. Ertl, Cheminformatics analysis of organic substituents: identification of the most common
substituents, calculation of substituents properties and automatic identification of drug-like bioisosteric
groups, Journal of Chemical Information and Computer Sciences 43 (2002), 374-378.

[3]S. Lane, B. Boughtflower, I. Mutton, C. Pterson, D. Ferrant, N. Taylor, Z. Blaxill, C. Carmody, P.

Borman, Towards single-calibrant quantification in HPLC. A comparison of three detection
strategies: ELSD, CLNDI and NMR, Analytical Chemistry 77 (2005), 4354-4365.
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cuantitativo teniendo como inconvenientes el elevado precio de la instrumentaciéon y su

relativamente baja sensibilidad.

Ademas, un detector sensible y que proporcione una respuesta universal a la masa de
compuesto facilitaria enormemente el desarrollo de métodos directos de evaluacion de
la pureza de nuevos materiales de referencia organicos.” Sistemas de deteccion con
estas cualidades serian también de gran ayuda en el estudio y optimizacion de etapas de
preparacion de muestra tales como extraccion o pre-concentracion dado que permitirian

evaluar las recuperaciones de forma directa.

La cuantificaciéon mediante dilucion isotopica en linea permite obtener resultados
cuantitativos sin necesidad de utilizar estandares especificos para cada analito, sin
embargo un requisito imprescindible para su aplicacion es que la respuesta instrumental
sea independiente de la especie a analizar. Por ello solo se han desarrollado aplicaciones
utilizando ICP como fuente de ionizacion, estando su campo de aplicacion restringido a
especies que contengan algun elemento detectable por ICP. Otras fuentes de ionizacion
empleadas habitualmente tales como EI o ESI, presentan una respuesta variable en
funcion del analito y por tanto no permiten la aplicacion de la dilucion isotopica en

linea.

Por todo lo mencionado anteriormente, el objetivo principal planteado en la presente
tesis doctoral es el desarrollo de nuevas metodologias cuantitativas basadas en
dilucion isotopica en linea de carbono que permitan extender su campo de aplicacion
a todo tipo de moléculas orgdnicas y que puedan ejercer como sistemas de deteccion
genéricos en cromatografia. Este objetivo principal se desarrolld a través de los

siguientes objetivos especificos:

[4] D.L. Duewer, R.M. Parris, E. White, W.E. May, H. Elbaum, 4n approach to the metrologically sound
traceable assessment of the chemical purity of organic reference materials, NIST special publication
1012 (2004).
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> Desarrollo y evaluaciéon de un sistema de cuantificacion universal de
compuestos organicos volatiles basado en cromatografia de gases-
combustion-espectrometria de masas y dilucion isotopica post-columna de
BC. Se disefiaron e implementaron, sobre un equipo GC-MS comercial, una
serie de modificaciones que permitieron realizar medidas cuantitativas mediante
dilucién isotopica en linea utilizando un espectrometro de masas con fuente de
ionizacion molecular (EI), utilizando un unico patron genérico para cuantificar
distintas familias de compuestos orgdnicos. Como trazador post-columna

enriquecido se utilizo 13COz disuelto en helio.

» Evaluacion cuantitativa de la micro-extraccion en fase sélida como técnica
de pre-concentracion e introduccion de muestra en cromatografia de gases.
Se empleo la instrumentacion desarrollada para evaluar de forma cuantitativa, y
sin recurrir a la preparacion de rectas de calibracion, las recuperaciones de
distintos tipos de fibras comerciales cominmente empleadas en microextraccion
en fase solida, utilizando como analitos modelo los BTEX. Asi mismo se

evaluaron las recuperaciones para estos compuestos en aguas de rio adicionadas.

» Desarrollo y validacion de un sistema FIA para la medida de CO, en
disolucion acuosa mediante dilucién isotépica en linea de *C. Se desarrolld
un sencillo sistema FIA para la cuantificacion de CO; disuelto en agua, el cual
se generaba inyectando disoluciones de estandares de carbonato o bicarbonato.
El sistema se valido mediante el analisis de un CRM de agua de mar certificada

en carbono inorganico disuelto (DIC).

> Desarrollo de un sistema de cuantificacion genérico de compuestos
organicos solubles en agua, basado en FIA/HPLC-oxidacion-MS y dilucion
isotopica en linea de *C. Se utiliz6 un instrumento comercial de LC-IRMS que
consta de una interfase que permite la oxidacion en linea de compuestos
organicos. Se evalud cuantitativamente su capacidad para oxidar de forma
completa distintos tipos de compuestos organicos (aminoacidos, azucares,
metabolitos) y se aplico a la cuantificacion de distintas sustancias puras y

mezclas sencillas de patrones mediante FIA o acoplando cromatografia liquida.
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La metodologia se validé en primer lugar para la determinacion de pureza de
compuestos organicos polares de baja complejidad estructural mediante la
participacion en el estudio de intercomparacion P117-c, “Evaluacién de la
pureza de 1-Valina” organizado por el CCQM (Comité Consultatif pour la
Quantité de Matiére). Posteriormente se demostrd y validd su uso potencial para
la determinacion directa de la pureza en masa de estindares de péptidos
mediante el analisis de distintos péptidos sintéticos comparando con resultados
obtenidos por distintas técnicas (AAA, ICPMS), y la medida del material de
referencia NIST RM8327.
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Experimental

C.1 DESARROLLO DE UN SISTEMA DE CROMATOGRAFIA DE
GASES-COMBUSTION-MASAS Y DILUCION ISOTOPICA POST-
COLUMNA DE CARBONO

El sistema se instaldo sobre un GC-MS comercial (Konik-Tech, Barcelona, Espana)
consistente en un cromatografo de gases con inyector split/splitless y un espectrometro
de masas de tipo cuadrupolo. Tal y como se coment6 en la introduccion, un requisito
imprescindible para poder realizar andlisis cuantitativo por dilucion isotopica en linea,
es disponer de un instrumento capaz de proporcionar una respuesta independiente de la
especie a determinar. Los instrumentos comerciales de GC-MS, equipados normalmente
con fuentes de ionizacion electronica, proporcionan una respuesta especifica y por tanto,
variable en funcion de la especie quimica a analizar. Por ello, para desarrollar una
metodologia de cuantificacion por dilucidén isotdépica en linea empleando esta
instrumentacion, fue necesario realizar algunas modificaciones sobre el equipo. La
figura 10 muestra un esquema del montaje instrumental, mostrando las distintas partes

del sistema, las cuales se detallan a continuacion.

CONTROLADOR DE
FLUJO MASICO

COLUMNA COLUMNA s
* LY ]
- - DEPOSITO DEL
MASAS MASAS rY TRAZADOR (' CO,)
3 3 INTERFASE DE
HORNO HORNO COMBUSTION
A SPIKE 4 SPIKE
> INYECTOR
IONIZACION i
ELECTRONICA A= VALVULA DE
[ 6 VIAS
ESPECTROMETRO
DE MASAS COLUMNA
CROMATOGRAFICA

Figura 10. Esquema de las modificaciones realizadas sobre el instrumento GC-MS convencional
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C.1.1 Interfase de combustion

La interfase de combustion es la pieza clave del desarrollo instrumental. Permite la
conversion cuantitativa a CO, de los distintos compuestos orgdnicos que eluyen del
cromatografo de gases. Por tanto, en este paso se consigue una respuesta instrumental
homogénea para los distintos analitos, dado que la tnica especie quimica que finalmente
se detecta es CO,. La intensidad de la sefial para cada analito dependerd de su
concentracion y del naumero de carbonos que posea, pero no de su estructura quimica. Si
como trazador se emplea esa misma especie pero enriquecida en "°C, se obtiene una
respuesta instrumental homogénea tanto para los diferentes compuestos de interés como
para el trazador, y por tanto es ya posible cuantificar mediante dilucidon isotdpica en

linea utilizando un instrumento con fuente de impacto electronico.

Consta de un tubo ceramico (Elemental microanalysis, Devon, Reino Unido), de 40
cm X 3 mm de didmetro interno y 0,5 mm de interno, relleno en su parte central con
hilos de cobre y platino. Alrededor del tubo va arrollada una resistencia encargada de
calentarlo a altas temperaturas. El conjunto se encuentra convenientemente aislado. La
temperatura se regula por medio de un controlador externo.

Espectrometro
de masas . .

Union reductora
1/87-1/16”

| Resistencia y sensor
de temperatura

94— Aislante térmico

A A A A
A AAAARIIAARSAA AR A ARARIA RN TS,

<——Tubo de combustion

x<— Capilar de silice

Columna

Figura 11. Interfase de combustion para la conversion cuantitativa a CO, de especies organicas
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Para que tenga lugar la reaccion de oxidacion, el relleno de cobre del tubo de
combustion debe ser oxidado previamente a 6xido de cobre. Para ello se hace pasar a
través del tubo un flujo de aproximadamente 1 mL/min de oxigeno durante 4 6 5 horas
manteniendo la interfase a una temperatura de 500°C. El 6xido 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, de los analitos que
eluyan de la columna, la interfase debe de calentarse al menos a 800°C. Como
consecuencia de la reaccion de oxidacion, el 6xido de cobre se reduce a cobre elemental

con lo que debe re-oxidarse periddicamente.

C.1.2 Sistema de adicion post-columna de un flujo de BCO0, disuelto en helio

Para poder adicionar un flujo gaseoso de un trazador enriquecido, se disefi6 un
sistema consistente en un cilindro de acero inoxidable de 3,8 L de capacidad (HOKE,
Spartanburg, USA) equipado con un manometro, valvulas de regulacion y cierre y una
T con septum para la introduccion del trazador. Para obtener un flujo constante y
conocido del trazador, a la salida del cilindro se acoplo un controlador de flujo mésico
de gas por efecto térmico (Bronkhorst Hi-tech, Ruurlo, Holanda) calibrado para helio,
capaz de regular flujos de 0,1 a 5 mL/min con una precision de + 0,2%. La mezcla del
flujo de trazador con el flujo procedente de la cdmara de combustion se realiz6 mediante
un conector “Y” de acero inoxidable (0,25 mm de didmetro interno) VICI (Valco

Instruments Company Inc., Houston, USA).

El dioxido de carbono enriquecido se genera a partir de bicarbonato sddico
enriquecido comercial (Cambridge Isotope Laboratories, Massachusetts, USA), de
pureza mayor del 98%, y con un 99% de enriquecimiento isotopico. Se introducen 200
mg de carbonato enriquecido en un matraz de 3 bocas previamente purgado con helio
para evitar contaminaciones por el CO; natural presente en el aire. A continuacién se
introducen unos 500 pL de 4cido fosforico a través de un septum mediante una jeringa
(Figura 12A), produciéndose la consiguiente reaccion acido-base en la que se desprende
CO,, en este caso enriquecido en "°C (Figura 12B). Utilizando una jeringa especial para
gases, se extraen del matraz unos 4 mL de la fase gaseosa (Figura 12C), los cuales se
introducen en un cilindro para gases a través de un conjunto valvula-septum disefiado a

tal efecto (Figura 12D). A continuacion el cilindro se presuriza a 5 bar con helio.
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Figura 12. Procedimiento para la generacion del CO, enriquecido.

C.1.3 Valvula de 6 vias

La tltima de las modificaciones realizadas, consistio en la introduccion en el sistema
de una valvula manual para gases de dos posiciones y seis vias fabricada en acero
inoxidable, capaz de trabajar a temperaturas de hasta 350 °C (VICI, Houston, USA).
Fue instalada en la parte superior del interior del horno cromatografico (ver Figura 13),
y se conectd mediante un brazo metalico a un conmutador manual situado en el exterior
del cromatografo. Cumple dos funciones principales. Por un lado, la valvula sirve para
evitar que el disolvente de la muestra inyectada llegue a la interfase de combustion, lo
cual reduciria la vida util de la misma. Por otro, la valvula permite dirigir el flujo
proveniente de la columna bien hacia el espectrometro de masas directamente o bien
hacia la interfase de combustion (ver ampliacion Figura 10). En el primer caso, el
sistema actia como un gases-masas convencional, es decir, los analitos previamente
separados en el cromatografo de gases llegan directamente a la fuente de ionizacion, lo
cual permite su identificacion seglin el espectro de masas de los distintos fragmentos
formados. En el segundo caso, los distintos compuestos de interés son transformados

cuantitativamente a CO, y posteriormente se mezclan con el flujo de >CO, como paso
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previo a la medida de la relacion isotopica 44/45 en el espectrometro de masas y a su

cuantificacion.

Figura 13. Valvula de 6 vias instalada en el interior del cromatoégrafo de gases

C2. DESARROLLO DE UN SISTEMA PARA LA
DETERMINACION DE CARBONO INORGANICO TOTAL EN
AGUAS MEDIANTE DILUCION ISOTOPICA EN LINA DE BC

Una vez desarrollado y optimizado el sistema de cuantificacion para sustancias
volatiles y estables térmicamente, el siguiente paso consistid en la creaciéon de un
sistema andlogo que permitiera la determinacién de sustancias en disolucion acuosa,
basado en el mismo principio, la conversion cuantitativa a CO, de los analitos, en este
caso mediante oxidacion quimica por via humeda. El primer paso consisitié en validar
la deteccion de CO; disuelto en agua mediante dilucion isotopica en linea con patron
interno. Para ello se construy6 un sistema FIA que permitiera la generacion de CO; en
disolucion de manera sencilla y su posterior separacion de la fase acuosa para poder
detectarlo mediante espectrometria de masas. Como estandar se utiliz6 carbonato soédico
dado que su conversion en CO, es muy simple mediante la acidificacion de la fase
movil. Como trazador se utilizo el bicarbonato enriquecido comercial empleado
anteriormente para generar el CO, enriquecido. En la figura 14 puede verse el sistema

FIA desarrollado.
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Figura 14. Sistema de analisis por inyeccion en flujo utilizado para validar la cuantificacion de CO, en
disolucion acuosa.

El sistema incluye dos bombas peristalticas para impulsar la fase moévil (agua
ultrapura), asi como los flujos de spike y de acido fosforico requerido para la generacion
del CO,. Los estandares de carbonato se inyectan mediante una valvula de 6 vias, y a
continuacion se mezclan en linea sucesivamente con el spike de bicarbonato y con el
flujo de 4acido fosforico, mediante dos conexiones en “T” acopladas en linea,
generandose en disolucion CO, y *CO, provenientes de la muestra y del trazador
respectivamente. Para extraer el CO, de la fase acuosa se emplea un dispositivo de
eliminacion de carbonato (CRD 300, Dionex, California, USA). Este dispositivo esté
formado por una membrana tubular permeable a gases de pequefio volumen interno
(225 pL), y que tiene un recubrimiento de silicona que la hace selectiva al CO,. E1 CO,
disuelto pasa a través de dicha membrana y es arrastrado por un flujo a contracorriente
de 10 mL/min de He que circula por su parte externa. Seguidamente este flujo de CO,
en He, se hace pasar a través de una membrana de nafiéon (Permapure, Nueva York,
USA), para eliminar la humedad antes de su introduccion al espectrometro de masas. La

entrada al espectrometro de masas consiste en un “open-split” para reducir el flujo de
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entrada a la fuente de ionizacion electronica a aproximadamente ImL/min. Para la
medida de la relacion isotopica, se empled un espectrometro de tipo cuddruplo con
(MD800, Fisons Instruments). La metodologia se validé mediante el analisis de un
material de referencia certificado consistente en un agua de mar certificada en carbono
inorganico disuelto (proporcionado por Andrew Dickson, Scripps Institution of

Oceanography, University of California, San Diego).

C.3 SISTEMA DE CUANTIFICACION DE SUSTANCIAS
ORGANICAS SOLUBLES EN AGUA MEDIANTE DILUCION
ISOTOPICA POST-COLUMNA DE CARBONO

Tras la validacion de la deteccion y cuantificacion de CO, en disolucion, se procedio
a la evaluacion del método de cuantificacion de compuestos organicos polares. En este
caso para la conversion de las distintas especies a CO, se utilizdo la reaccion de
oxidacion del persulfato sodico en medio acido. La instrumentacion utilizada consistio
en un equipo LC-IRMS (Thermo Scientific, Bremen, Alemania), que consta de un
cromatografo de liquidos (Accella 600 pump) acoplado a un espectrometro de masas de
sector magnético (Delta V Advantage) a través de una interfase disefiada para oxidar
cuantitativamente los compuestos organicos que eluyen de la columna (LC-Isolink, ver

Figura 15).

Two-Head Pumps
L 1
Oxidation Acid
Reagent CO,
L Separation Unit
| He
T =99.9°C
N Waste
T-Piece O d (mobile phase
- xidation
Reactor +He +CO:+HO
— <«— He
Gas
Dryer
Isotope e ﬂf’ H:0
Ratio e 4+ co,—
MS < “ I I

Figura 15. Esquema de la interfase de oxidacion utilizada en LC-IRMS
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En dicha interfase, el flujo procedente de la columna analitica, se mezcla en linea con
los reactivos de oxidacion, persulfato sddico 0,3M y 4cido fosforico 1,5M, y pasa a
través del reactor, el cual esta calentado a 99,9°C, produciéndose la oxidacion de los
analitos organicos a CO;. A continuacién este CO; se separa de la fase acuosa mediante
una membrana permeable a gases, a través de la cual pasan las moléculas de CO,, que
son arrastradas mediante un flujo de He. Finalmente, antes de llegar al espectrometro de
masas, el fluyjo de He que contiene el CO; se hace pasar a través de una membrana de
nafion para eliminar el agua, la cual interferiria en la medida de la sefial. Un exceso de
agua en la fuente de ionizacién provocaria una formacion excesiva del ion HCO,", con
relacion m/z 45, afectando a la exactitud de la relacion isotopica medida. La adicion del
flujo de spike se realiza mediante un conector de peek y una bomba de media presion de
alta precision (P-500 high precision pump, GE Healthcare, Reino Unido). El
espectrometro de masas estd especialmente disefiado para la medida de relaciones
isotopicas de elementos ligeros. Consta de una fuente de ionizacion electronica, de un
analizador de masas de sector magnético, y de tres copas de Faraday (numeradas como
3, 4 y 5) para la medida de las sefiales correspondientes a los iones '“C'°0'°0",
B0 + 200 y 00", con relaciones m/z 44, 45 y 46 respectivamente.
Dichas copas llevan distinta amplificacion para que las sefiales de los tres iones sean del
mismo orden y poder asi medir relaciones isotdpicas naturales con altisima precision.
Para poder trabajar con dilucidon isotdpica, es decir, midiendo relaciones isotopicas
alteradas, fue necesario modificar la amplificacion de la copa 3, donde se registra la
sefial a m/z 45, para que tuviera la misma sefial de salida que la copa niimero 2, dado
que las abundancias naturales se alteran completamente por la adicioén del trazador. En

la Figura 16 puede verse una fotografia de la instrumentacion completa que se utilizo.
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Figura 16. Instrumentacion utilizada para la cuantificacion de compuestos organicos mediante dilucion

isotdpica en linea de carbono

75






D. RESULTADOS






D.1. DESARROLLO Y EVALUACION DE UN SISTEMA DE
CUANTIFICACION GENERICO DE COMPUESTOS ORGANICOS
VOLATILES EN CROMATOGRAFIA DE GASES BASADO EN
DILUCION ISOTOPICA EN LINEA DE “C

D.1.1 Desarrollo inicial y prueba de concepto
D.1.1.1 Articulo cientifico I: Angew. Chem. Int. Ed.2009, 48, 2561-2564
“A quantitive universal detection system for organic compounds in gas chromatography

with isotopically enriched CO,”

Autores: Sergio Cueto Diaz, Jorge Ruiz Encinar, Alfredo Sanz Medel, José Ignacio
Garcia Alonso
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A Quantitative Universal Detection System for Organic Compounds in
Gas Chromatography with Isotopically Enriched “CO,**

Sergio Cueto Diaz, Jorge Ruiz Encinar,* Alfredo Sanz-Medel, and J. Ignacio Garcia Alonso*

The search for a truly quantitative standardless and universal
chromatographic detector has been a long story of success and
failure.!! The classic example is the flame ionization detector
(FID) in gas chromatography: This universal detector for
organic compounds still requires specific calibration, as its
response for carbon is not truly compound-independent.”’ A
recent success was the application of inductively coupled
plasma (ICP) mass spectrometry (MS). ICPMS has been
demonstrated to possess some crucial characteristics of a
quantitative universal detector. In particular, the ionization
degree for a given element can be made compound-inde-
pendent, in both liquid®* and gas chromatography,” to
provide a generic quantitative approach without the need to
use analytical standards for each compound.®” This capa-
bility has been boosted by the postcolumn use of enriched
stable isotopes to quantify unknown compounds or com-
pounds for which standards were not available.”) The only
requisite to be fulfilled is isotopic equilibration between the
different compounds containing the element under study that
are eluted from the column and the continuously added
isotopically labeled element. Postcolumn isotope dilution
analysis has mostly been applied to ICP-detectable elements
(trace-metal speciation).”? However, there are only two
reports so far of the use of ICPMS and the postcolumn
(HPLC) addition of C-labeled species (benzoic acid® and
methanol®) for the quantification of organic compounds.
Clearly, the extremely low ionization yield of carbon in the
plasma and the high carbon background under normal ICP
operating conditions (atmospheric pressure) seriously
hamper the use of this ionization source for the detection of
carbon-isotope ratios. Moreover, the main problem of ICPMS
in particular and most universal quantitative detectors in
general is that structural information is lost during the
detection process.

GC-MS with electron ionization (EI) has become one of
the most widely used techniques in laboratories all over the
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world. The coupling of a gas chromatograph with a mass
spectrometer detector allows both structural determination
and the quantification of any volatile or semivolatile com-
pound (directly or after chemical derivatization) in a wide
variety of samples. Of course, as EI is a molecular-ion source,
its response is structure-specific for each single molecule to be
analyzed."” Therefore, analytical standards for every analyte
are needed for time-consuming external calibrations or
standard additions if quantification is sought. Isotopically
labeled compounds have also been widely used as ideal
specific internal standards for very accurate quantitative GC—
MS analysis."!! Again, as a labeled standard for each analyte
in a mixture should be used, this approach can be very
expensive when many analytes need to be quantified. The
rapid development of the pharmaceutical and pesticide
industries, among others, has led to an exponential growth
in the number organic compounds subjected to analysis by
GC-MS and for which certified analytical standards are not
always available. In this sense, the development of a truly
universal and accurate quantitative detection technique with
which the concentration of many chemical compounds can be
determined without the need for specific analytical standards
and time-consuming calibration procedures is still required.!"!
This universal quantitative detection technique should also be
able to provide structural information on the compounds
eluted from the chromatographic column.

Herein, we present the use of postcolumn carbon-isotope
dilution in combination with GC-combustion—-EIMS. This
patented innovative instrumental approach provides the first
generic quantitative approach for every organic compound
without the need for specific standards. The combustion
reaction ensures quantitative conversion of every organic
compound eluted from the GC column into CO, to provide
the required isotopic equilibrium between these compounds
and the isotopically enriched carbon tracer (*CO,) that is
continuously added, prior to their combined exposure to the
ionization source. Thus, compound-independent ionization is
possible whatever ionization source is used. We selected EI
for our experiments so that ionization could be carried out
under a high vacuum to enable much higher sensitivity and
lower carbon contamination. Additionally, this ionization
source can provide structural information when the combus-
tion oven is bypassed. The proof of concept and potential of
this universal method for the quantification of organic
compounds is demonstrated herein.

The isotopically labeled C species selected was CO,
enriched in BC. It was prepared from Na,CO; (°C, 99%)
and placed in a 5 L gas container pressurized to 6 atm with
He. The output of the container was connected to a mass-flow
controller that exactly regulated the flow of the *CO, added
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postcolumn. This mass-flow controller was connected to a
“Y” piece to enable the accurate and continuous mixing of the
BCO, tracer with the CO, formed after the combustion of
every organic compound originally present in the GC-column
eluent (Figure 1).

MASS-FLOW
GC COLUMN GC COLUMN CONTROLLER [ '3, DOPED
[ | _HELIUM
MS
A
COMBUSTION
FURNACE
FURNACE{ FURNACE ¥
YENT *C0, VENT"CO, ’_ INJECTION PORT
I
ELECTRON- r_|
IMPACT L4 '{ 6-WAY VALVE
SOURCE |+ —
MASS
SPECTROMETER
GC OVEN

Figure 1. Schematic illustration of the setup showing the modifications
made in the GC-MS instrument. The two possible valve configurations
are shown at the top left: A, for structural identification by conven-
tional GC-MS analysis, and B, for absolute quantification by postcol-
umn isotope dilution.

The home-made combustion furnace consisted of a
ceramic tube (internal diameter: 0.5 mm) in which copper
wires, previously oxidized to CuO, were introduced and
maintained at a suitable temperature (>800°C)."?! Platinum
wires were also introduced to catalyze the combustion
reaction. Figure 1 shows the whole instrumental setup.
Minimal modification of a standard GC-MS system is
required. Since we selected *CO, as the tracer, efficient
gaseous mixing is possible subsequent to the combustion
reaction. The introduction of a six-way valve made it possible
to operate the system in two configurations (A and B at the
top left of Figure 1). In configuration A, the column is
connected directly to the mass spectrometer, as in any
commercial GC-MS instrument, to provide structural infor-
mation on every organic compound present in the sample. If
the valve is switched to configuration B, subsequent injection
provides absolute quantitative data for each previously
identified compound by using the postcolumn isotope dilution
approach. Such a valve also prevents the solvent from
entering the combustion furnace if the valve is kept in
configuration A at the beginning of the analysis and only
switched to configuration B when the solvent has already
eluted. The same time delay is applied to the switching on of
the electron-impact filament.

The performance of the setup was initially tested with a
single organic compound, tetradecane. Figure 2 shows the
chromatogram obtained at m/z 44 and 45, which correspond
to 2CO," and "CO,", respectively. The measured ratio of
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Figure 2. Intensity chromatogram of a single compound (tetradecane)
after combustion (m/z 44), and signal corresponding to the postcol-
umn spiking (m/z 45). The inset shows the mass-flow chromatogram
obtained after application of the isotope-dilution equation.

these two signals is almost equivalent to the ratio *C/C,
since the influence of the oxygen natural isotopic composition
is negligible. The prior determination of the '*C concentration
(nmol*CmL™") in the container by reverse isotope dilution
with another pure standard (dodecane) in conjunction with
the accurate tracer mass flow provided by the mass-flow
controller (mLmin') gives the tracer mass flow
(pmol*Cmin~") at every flow assayed. The stability of the
mass flow was tested by connecting the exit of the “CO,-
mass-flow container directly to the mass spectrometer and
measuring the variation in the tracer isotope ratio m/z 44/45
in a short-term (GC run, 30 min) and a long-term study
(working day, 9 h). The results obtained, 0.0339 + 0.0002 (n =
8) and 0.034+0.001 (n=8), respectively, clearly demon-
strated the desired stability. It is therefore possible to carry
out a single calibration of the tracer mass flow at the
beginning of every working day. Figure 2 shows clearly that
the signal measured at m/z 45 was completely constant along
the gradient assayed. Interestingly, the combustion reaction
and all the connections required did not lead to significant
peak broadening. In fact, the peak width measured at half
height (0.02 min) was identical to that observed with conven-
tional GC-MS instruments (i.e. on switching to configuration
A).

A combination of the contribution of the solvent tail, the
small amount of air that probably enters at every connection
between a fused-silica tube and the six-way valve, and the
trace of air present in the ionization source does result in
significant background noise at m/z 44 (0.4 mV; Figure 2).
This contribution from air affected neither the accuracy nor
the precision of the quantification, as it only translated into a
relatively constant background in the mass-flow chromato-
gram (inset in Figure 2). This background turned out to be
similar to that observed with other universal detectors, such as
FID or MS in the scan mode.

Analytical figures of merit included an adequate dynamic
range (assayed up to two orders of magnitude) and a
detection limit of 0.8 pgCs™', which translated into an
excellent absolute detection limit of 3 pg of injected tetra-
decane. This detection limit is three orders of magnitude
lower than that observed with postcolumn "*C-isotope dilu-
tion and ICPMS (0.7 ngs~").l®l It also compares very well with
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those observed with typical GC detectors (FID: ca.
10 pgCs™'; MS operated in scan mode: 1 pgCs™"). Unfortu-
nately, the precision initially observed (10-15% RSD (rela-
tive standard deviation)) was limited by the high uncertainty
associated with manual injection into the GC instrument
(1 uL or less). Therefore, the use of an internal standard was
evaluated. For that purpose, a known amount of an appro-
priate internal standard was always added to a known amount
of the sample, both weighed exactly, so that knowledge of the
exact volume of the sample injected was not necessary. An
additional advantage of using an internal standard is that the
relatively high complexity of the isotope-dilution calculations
are reduced to a minimum, as recently described by Heilmann
and Heumann for the analysis of sulfur-containing species by
postcolumn isotope dilution and GC coupled to ICPMS.[*!
Briefly, the mass of C for the internal standard (m,, known)
and the mass of C for the species of interest (1, unknown) are
related to the areas under the corresponding peaks (A4 and
A, respectively), which must be integrated in the same mass-
flow chromatogram. The response factor obtained for the
internal standard (mg4/Ayq) can then be used to calculate
accurately and precisely the mass of C present in each
chromatographic peak, simply by assuming an arbitrary tracer
mass flow. Of course, such a simplification requires that the
tracer mass flow should be completely stable along the
chromatogram (a condition fulfilled in our system, as stated
above).

The approach was validated by using an n-alkane standard
mixture. Tetradecane was selected as the internal standard for
the computation. Absolute errors in the quantification of the
n-alkanes from C,, to C,, ranged from —7 to +5%, and the
precision level was lower than 4% RSD (n=3) for all
compounds (see Table S1 in the Supporting Information).
These results demonstrate that, as expected, every n-alkane
was converted quantitatively into CO, in the combustion
furnace independently of the length of its chain.

Next, a model mixture containing saturated (undecane,
tridecane, and pentadecane), unsaturated (toluene, ethyl
benzene, and o,m,p-xylene), and functionalized (butyl buty-
rate and hexyl butanoate) pure standards (purity > 99 %) was
created. Again, tetradecane was used as an internal standard.
The mass-flow chromatogram and the quantitative results
obtained are shown in Figure 3 and Table 1. The recovery for
every organic compound analyzed agreed very well with the
theoretical values and thus supported the universal character
of the quantitative approach (unfortunately, the capillary GC
column used was not able to separate ortho- and para-xylene,
so quantitative results for these species are given together).

Finally, to check the performance of the quantitative setup
for very complex real samples, we analyzed a diesel fuel
directly after a simple dilution with n-hexane. The mass-flow
chromatogram obtained is shown in Figure 4. In spite of the
large number of compounds to be burnt in the furnace, the
chromatogram does not show any tailing or degradation. The
use of a very low temperature-programming rate (6°Cmin ")
in combination with a 60 m long capillary column enabled
satisfactory separation of the compounds to be analyzed. In
this case, hexyl butanoate was selected as the internal
standard, as tetradecane was present in the sample. Because
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Figure 3. Mass-flow chromatogram of a model mixture containing
different families of compounds (BTEX, esters, and alkanes). The
identity of the chromatographic peaks (1-9) is given in Table 1.

Table 1: Absolute quantification results for the model mixture.”

Peak Compound Found Expected Recovery
[ngg ] [ngg ] %]
1 toluene 5.7+0.3 6.1 9345
2 ethylbenzene 59+0.3 6.1 9745
3 o,p-xylene 123+0.7 12.2 101+6
4 m-xylene 6.2+£0.3 6.1 101£5
5 butyl butyrate 5.9+0.3 5.6 105+5
6 undecane 5.0+0.3 4.7 1066
7 hexyl butanoate 5.6+0.2 5.6 100+ 4
8 tridecane 5.3+0.2 5.1 104 +4
9 pentadecane 48+0.2 4.9 98 +4

[a] Tetradecane was used as an internal standard. The uncertainty is
expressed as the standard deviation for n=5 injections.
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Figure 4. Mass-flow chromatogram of a diesel-fuel sample.

of the species-independent response demonstrated earlier,
the most appropriate internal standard can be selected for a
particular application. A complementary analysis in the
standard GC-MS configuration of the system (position A in
the six-port valve, Figure 1) was mandatory to identify the
most abundant compounds and check for their peak purity.
The main compounds detected and quantified (see Table S2
in the Supporting Information) were Co—C, n-alkanes
(Figure 4). Interestingly, some acyclic isoprenoids, such as
pristane and phytane, which are typically used to calculate
diagnostic ratios in oil-spill investigations, could also be
quantified. The other dominant peaks corresponded to
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different isoprenoid derivatives (e.g. 2,6-dimethylundecane at
19.3 min and 2,6,11-trimethyldodecane at 23.1 min). Similar
quantification by either GC-FID or GC-MS would have
required the use of calibration solutions composed of selected
compounds to compute the average relative response factors
for each group of nearest-eluting species corresponding to the
different families of target analytes.[”] Moreover, it would
have been necessary to check the instrument calibration for
every set of samples analyzed. Thus, time and money are
saved with our universal quantitative approach, in which
instrument calibration is performed continuously by the
tracer flow.

In summary, we have presented the first application of
postcolumn carbon-isotope dilution for the successful quan-
tification of any organic species analyzed by GC with a
molecular-ion source (electron ionization). The approach,
which requires a simple low-cost modification of a standard
GC-MS instrument, enables highly accurate and precise
quantification of different carbon-containing species eluted
from the GC column, without the need for specific standards
for each target analyte. Moreover, this instrumental modifi-
cation can be carried out without any loss of structural
information or compound-confirmation capabilities provided
by current GC-MS equipment. The expenses associated with
the use of isotopically labeled CO, for “in situ” instrument
calibration are negligible. This feature together with the
saving in time and analytical standards (neither calibration
nor checking for instrumental-response drift are required)
result in a very cost-effective approach. Beyond its use for
quantitative quality control in a wide range of standard
laboratories, a powerful application of our approach can be
foreseen in oil-spill fingerprinting, and in pharmaceutical and
environmental analysis, for which the number of organic
analytes is so large that it is impossible to have standards for
each compound, if they even exist.

Experimental Section

Enriched sodium [*C]carbonate was purchased as a high-purity
chemical reagent (> 98 %) with an isotopic enrichment of 99 %. CO,
enriched in '*C was prepared as follows: A known amount (ca.
200 mg) of Na,CO; (*C, 99%) was placed in a three-neck round-
bottomed flask previously purged with He, and then H;PO, (200 uL)
was added to produce *CO, under an atmosphere of He. A gas-tight
syringe was used to extract 2 mL of the tracer and inject it intoa 5 L
gas container through a septum and an opening valve. The container
was then pressurized to 6 atm with He. The standard solution of n-
alkanes was purchased as a mixture containing 40 mgL™" of each n-
alkane in hexane, with a purity grade suitable for gas chromatography.
The model mixture containing different organic compounds was
composed of a BTEX standard mixture (200 ugL™' each, purity

84

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

>99%; BTEX stands for benzene, toluene, ethylbenzene, and
xylenes) and individual standards of n-alkanes and esters (purity
>99.7%). The solvent employed to dilute the different standards and
mixtures was n-hexane (organic trace analysis grade). The diesel fuel
was also diluted by weight in n-hexane (ca. 1:800) prior to analysis.
The combustion furnace consisted of a 60 cm x 0.5 mm (inside
diameter, i.d.) x 3 mm (outside diameter) ceramic tube packed with
copper and platinum wires, placed inside a quartz tube, and heated
with a nichrome wire. The furnace temperature was set at 850°C and
regulated by an external temperature controller to within + 1°C. The
valve employed was a two-position six-way stainless-steel valve with a
0.25 mm bore designed for operation at temperatures up to 350°C.
Fused silica capillaries (0.32 mm i.d.) and appropriate polyimide-
coated fused silica adapters were used in the connections of the valve.
All analyses were performed with a GC-MS instrument consisting of
a Konik HRGC-4000 B gas chromatograph (Konik-Tech, Barcelona,
Espaiia) coupled to a Konik MS Q12 C series quadrupole mass
spectrometer equipped with an electron ionization source.
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A quantitative universal detection system for organic compounds in Gas Chromatography based on the use of
isotopically enriched **CO,

Authors: S. Cueto Diaz, J. Ruiz Encinar,* A. Sanz-Medel, J. |. Garcia Alonso*

Supplementary Table 1. Quantification of a n-alkanes standard mixture (C10-C20) using C14 as internal standard

Compound Found Theoretical”  Recovery!
[hg mL7] [ug mL7]
Decane 8.3#0.2 8.0 104+3
Undecane 8.4+0.1 8.0 105+2
Dodecane 8.3+0.3 8.0 104+4
Tridecane 8.3+0.3 8.0 104+4
Pentadecane 7.7+0.1 8.0 962
Hexadecane 7.7+0.1 8.0 96+2
Heptadecane 7.4+0.3 8.0 93+4
Octadecane 7.9+0.1 8.0 99+2
Nonadecane 7.8+0.1 8.0 98+2
Eicosane 8.3+0.2 8.0 10443

[i] Uncertainty corresponds to 1 standard deviation (n=3)
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Supplementary Table 2. Quantitative results obtained for the gasoil sample using Butyl hexanoate as internal standard

Found”
Compound
Mo g']

Nonane 4100 =230
Decane 14800 + 130
Undecane 16600 + 440
Dodecane 16200 + 370
Tridecane 17200 + 630
Tetradecane 16400 * 410
Pentadecane 15000 * 430
Hexadecane 12000 * 720
Heptadecane 10400 + 520
Pristane 6000 + 560
Octadecane 8200 + 620
Phytane 6200 + 440
Nonadecane 6900 + 560
Eicosane 6400 + 480
Eneicosane 5600 + 590
Docosane 4000 + 500
Tricosane 2600 + 300
Tetracosane 1700 £ 120
Pentacosane 1000 * 100
Hexacosane 700 =40

[i] Uncertainty corresponds to 1 standard deviation (n=3)
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Anal. Chem. 2010, 82, 6862-6869

Gas Chromatography-Combustion-Mass
Spectrometry with Postcolumn Isotope Dilution for
Compound-Independent Quantification:

Its Potential to Assess HS-SPME Procedures

Sergio Cueto Diaz, Jorge Ruiz Encinar,* Alfredo Sanz-Medel, and J. Ignacio Garcia Alonso*

Department of Physical and Analytical Chemistry, University of Oviedo, Julidn Claveria 8, 33006 Oviedo, Spain

A quadrupole GC-MS instrument with an electron ioniza-
tion (EI) source has been modified to enable application
of postcolumn isotope dilution analysis for the standard-
less quantification of organic compounds injected in the
gas chromatograph. Instrumental modifications included
the quantitative conversion of the separated compounds
into CO,, using a postcolumn combustion furnace, and
the subsequent mixing of the gas with a constant flow
of 13CO, diluted in helium. The online measurement
of the 12C0,/13CO, (44/45) ratio in the EI-MS allowed
us to obtain quantitative data without resorting to
compound-specific standards. Validation of the pro-
cedure involved the analysis of standard solutions
containing different families of organic compounds
(Co—Cy linear hydrocarbons, BTEX and esters) ob-
taining satisfactory results in all cases in terms of
absolute errors (<6%) and precision (<4% RSD). The
developed procedure showed excellent linearity over
the range assayed (2 orders of magnitude) and ad-
equate detection limits for carbon containing com-
pounds (0.8 pg C s !). The generic value of this
compound-independent calibration approach was as-
sessed by studying the quantitative performance of
Head Space-Solid Phase Microextraction (HS-SPME).
The proposed compound-independent quantification
by EI-MS permits comparison of the performance of
different fibers by assessing analyte recoveries with
extreme robustness, simplicity, and precision.

Gas chromatography (GC) is the separation technique of
choice to resolve mixtures of thermally stable volatile or semiv-
olatile compounds and is an essential tool in both research and
routine laboratories.! A number of detection systems have been
coupled to a gas chromatograph to obtain qualitative and/or
quantitative information of the GC eluent, including flame ioniza-
tion, mass spectrometry, nitrogen—phosphorus, atomic emission,
electron capture, and others. In most cases, quantitative analysis
in GC requires the determination of the detector response factor

*To whom correspondence should be addressed. (J. I. G. A.) Phone: +34-
985103484. Fax: +34-985103125. E-mail: jiga@uniovi.es. (J. R. E.) Phone: +34-
985103069. Fax: +34-985103125. E-mail: ruizjorge@uniovi.es.
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for each analyte.! This task is usually carried out by building
calibration plots for each compound of interest from solutions of
known concentration, so, individual standards for every compound
to be analyzed are mandatory. Unfortunately, this methodology
is costly and time-consuming and becomes more and more tedious
as the number of compounds of interest increases. Moreover, the
rapid development of the pharmaceutical and pesticide industries
among others, has led to an exponential growth in the number of
compounds requiring analysis by GC and for which pure or
certified standards may not be available. Compound-independent
calibration, avoiding the need for specific standards, has therefore
become a desirable target in modern Analytical Chemistry
research. So far, certain atomic detectors are able to provide a
quantitative elemental response independent of the chemical
structure of the molecules. Traditionally, this concept has exclu-
sively been materialized by hyphenating GC with a microwave
induced plasma with atomic emission detection (MIP-AED)?* with
an ICPMS*® or, to a lesser extent, with Chemical Reaction
Interface Mass Spectrometry (CRIMS).®

In the case of ICPMS, its compound-independent calibration
capabilities are recognized worldwide and have been boosted lately
by the use of postcolumn isotope dilution analysis (IDA) in trace
element speciation.” In this IDA technique, a compound containing
an enriched isotope of the element to be measured by ICPMS is
added continuously after the chromatographic separation. Then,
the isotope ratios between the most abundant (natural and
enriched) isotopes are measured continuously. Since the ICP
source produces a complete breakdown of the molecules into their
individual atoms, isotopic equilibration in the plasma between the
natural and the enriched isotopes is guaranteed, even after
gradient elution.® After application of the IDA equation,” a mass
flow chromatogram is obtained in which the integration of every
single peak provides the absolute amount of the element in that
peak. Of course, this can be related to the amount of the
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corresponding compound if its chemical formula is known. Until
now such methodology has been exclusively applied to the
quantitative determination of compounds containing ICPMS
detectable elements for trace-elemental speciation of metals® or
semimetals.’®!! Unfortunately, the use of the ICPMS for the
detection of carbon, hydrogen, nitrogen, or oxygen is seriously
hampered by the low ionization yields of these elements in the
ICP and the high carbon background under normal ICP operating
conditions (atmospheric pressure). In fact, there are only two
reports so far describing the use of HPLC and the postcolumn
addition of *C-labeled species for the quantification of organic
compounds by ICP-MS.'?'® In both cases, the observed detection
limits were not satisfactory.

For the MS detection of organic compounds, previously
separated by GC, electron ionization (EI) is the most common
ionization source employed. It provides both structural and
quantitative information of any volatile organic compound injected
in the gas chromatograph. Unfortunately, as pointed out before,
it requires specific analytical standards as its response is structure-
specific for each single molecule subjected to analysis.'* Recently,
we have introduced a new quantitative detection concept in gas
chromatography, based on the postcolumn addition of *CO, for
carbon isotope dilution analysis using EL'® This concept
constitutes a patented procedure in which organic compounds
separated by liquid or gas chromatography are converted
quantitatively into carbon dioxide, by an oxidation or combus-
tion reaction, and then are mixed with a postcolumn flow of
enriched ¥CO,.'® This procedure should provide quantitative
information of every single compound previously separated in
the chromatograph without the need for individual standards.
We selected electron ionization because it operates under high
vacuum conditions providing much better sensitivity and lower
background for carbon detection than the above-mentioned ICP
atmospheric source. For the correct application of isotope
dilution analysis conversion of all carbon containing compounds
to a unique chemical species is required (isotope equilibration).
The isotopic equilibrium between the '*C-containing species
continuously added postcolumn (**CO,) and the separated
organic compounds is reached by their quantitative conversion
into CO,, after the chromatographic separation, in a combustion
furnace.'” As the only species to be finally measured by EI is
CO,, compound independent response and isotopic equilibra-
tion is finally obtained. This approach can become a universal
quantitative detector in GC-MS analysis, without the classical
need for specific standards and, what is more, it is compatible
with the exceptional structural identification capabilities pro-
vided by current GC-EI-MS instruments. Thus, in this work
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we describe the instrumental developments and its analytical
features for integral characterization and determination of
organic compounds in detail.

Furthermore, the compound-independent quantification pro-
vided by the developed approach can be an inestimable tool in
the optimization and quantitative assessment of sample extraction
and preconcentration procedures applied prior to GC-MS analysis.
For instance, solid-phase microextraction (SPME) is today a
widely used preconcentration technique in Gas Chromatography.'®
Fiber absorption and recovery are common parameters used when
validating a given SPME procedure. However, those two param-
eters are almost impossible to compute using conventional
approaches.’ In fact, it is necessary to inject specific liquid
standards and to assume that the transfer efficiency in the GC
injector for every compound under analysis is the same when
using conventional injection and the thermal desorption. Thus,
the important topic of absolute absorption yields will be evaluated
in this work, as exemplified for the HS-SPME analysis of BTEX
(Benzene, Toluene, Ethylbenzene, and o,m,p-Xylenes) in different
water samples, using the proposed IDA-EI-MS quantification
procedure.

EXPERIMENTAL SECTION

Reagents and Materials. Solid enriched Na,CO3 (99% *C
enrichment) was obtained as a highly pure chemical reagent
(purity >98%) from Cambridge Isotopes Laboratories (Andover,
Massachusetts, USA). A standard mixture of #-alkanes (40 ug/
mL each in n-hexane) was purchased from Fluka (Seelze,
Germany). Phosphoric acid (99% puriss.) was purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Individual compounds (unde-
cane, dodecane, tridecane, pentadecane, butyl butyrate, and
hexyl butanoate) with certified purities ranging from 99 to 99,7%
were used as analytical standards (Fluka, Seelze, Germany or
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). A solution of 1,2,4-trimethyl-
benzene in methanol (5000 ug/ml) and a BTEX standard
mixture (2000 ug/mL each in methanol) were both from
Supelco (Bellefonte, USA). Ultrapure water (18.2 MQcm) was
obtained with a Milli-Q system (Millipore, Bedford, MA).
n-Hexane for organic trace analysis grade was purchased from
Merck (Darmstadt, Germany). SPME holder and fibers were
purchased from Supelco (Bellefonte, USA).

Instrumentation. GC-MS. A Konik-Tech (Sant Cugat del
Vallés, Spain) 4000-B Gas Chromatograph coupled to a Konik-
Tech MS-Q12 quadrupole mass spectrometer with an electron
ionization source was used. This instrument uses a specially
designed injector which keeps the septum at relatively low
temperature, does not require a septum purge flow, and minimizes
losses of organic compounds in the injector port. The analytical
column was a 30 m long (0.32 mm internal diameter, 0.25 um
stationary phase) DB-XLB column (Agilent J&W Scientific, Santa
Clara, USA). The sample volume injected in the GC was always 1
1L using manual injection. Sample injection was performed in the
splitless (1 min)/split mode. Carrier gas flow was set at 1 mL/
min for all samples and conditions.

Six-Way Valve. A manually actuated 0.25 mm bore stainless-
steel six-way two-position valve (VICI AG International, Schenkon,

(18) Vas, G.; Vekey, K. J. Mass Spectrom. 2004, 39, 233-254.
(19) Langelfeld, J. J.; Hawthorne, S. B.; Miller, D. J. Anal. Chem. 1996, 68,
144-155.
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Switzerland), was placed inside the chromatographic oven to
bypass the combustion furnace when required. The valve has an
extension between the body and the actuator which allows the
valve to be mounted in the heated zone while the handle remains
outside at ambient temperature. This valve prevented the solvent
from entering the combustion unit and therefore enlarged the
catalytic activity of the Cu and Pt wires. Additionally, the valve
allowed the direct connection of the column with the EI source
for conventional GC-MS work in order to identify the different
species under analysis by their fragmentation pattern. Moreover,
such qualitative analysis is essential to assess peak purity for each
compound. For postcolumn isotope dilution analysis the valve was
initially in the “load” position (combustion oven bypassed) and
the valve was manually switched to the “inject” position at the
same time that the EI filament switched on. All connections
between the valve and the rest of the components of the system
were performed by means of 0.32 mm i.d. deactivated fused silica
capillaries and fixed to the valve with appropriate polyimide coated
fused silica adapters (VICI AG International, Schenkon, Switzer-
land).

Combustion Furnace. The laboratory-made combustion furnace
consisted of a 60 cm long ceramic tube (3 mm 0.D., 0.5 mm L.D.)
(Elemental microanalysis, Devon, U. K.) filled with copper and
platinum wires and heated by a Nichrome wire. Proper thermal
isolation of the combustion furnace was provided with glass wool.
The combustion furnace was set vertically on top of the GC with
the lower end of the ceramic tube inside the chromatographic
oven to avoid cold spots after the separation. High temperatures
were accurately controlled using a temperature sensor and an
external controller, allowing temperature settings inside the tube
to be within +1 °C over a wide temperature range (50—1200 °C).
The copper wires were previously oxidized by passing an oxygen
flow (1 mL/min) at 450 °C during 4—5 h and this procedure was
performed on a weekly basis to preserve its oxidizing capabilities.
Fused silica capillaries (0,32 mm i.d.) were used to connect the
furnace to the valve and to the ion source respectively. For this
purpose a length (~1 cm) at one end of each capillary was
uncoated, to prevent the polyimide coating to be burnt, and
introduced into the ceramic tube. Reducing unions 1/8” to 1/16”
(SGE, Victoria, Australia) and appropriate graphite ferrules (0.5
mm i.d.) were used to hold the capillaries in place at both sides
of the ceramic tube. For oxidation and combustion, the furnace
was operated at 850 °C.

Gas Cylinder and Mass Flow Controller. The *CO, container
was a dual inlet 5 L high pressure stainless steel gas cylinder
(Iberfluid, Barcelona, Spain). The cylinder was equipped on
one end with, in this order, an opening valve, a Swagelok tee
where helium could be introduced from a high pressure
cylinder, and a second opening valve connected to the other
end of the tee. This second valve was connected to a septum
for the manual injection of gases into the cylinder. Before the
cylinder was pressurized, *CO, was injected into the container
by means of a gastight syringe (Hamilton, Reno, U. S. A)
through this valve. After the injection of the tracer, the valve
was closed and the container was pressurized up to 6 bar with
helium using the connection in the Swagelok tee. When the
set pressure was reached the filling valve was also closed. At
the other end of the cylinder a pressure gauge, an opening
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valve and a mass-flow controller (Bronkhorst, Ruurlo, Nether-
lands) calibrated for He were coupled for the accurate control
of the tracer flow. The opening valve was closed during the
filling of the cylinder, remaining open the rest of the time. The
flow rate for the postcolumn spike was set at 0.5 mL/min.
Effluent and spike flows were mixed after combustion by means
of a 0.25 mm bore stainless steel microvolume “Y” connector
(VICI AG International, Schenkon, Switzerland).

The whole instrumental setup is shown in Figure 1. As can be
observed, the instrument can be operated in the standard GC-
MS configuration (qualitative) or in the combustion-postcolumn
configuration (quantitative) depending on the position of the
switching valve.

Procedures. Preparation of *CO,. The spike was prepared
from °C enriched Nay,CO5 (99%). An accurate weighed amount
(~200 mg) was placed in a 25 mL three-necked round-bottomed
flask, previously purged with He to avoid natural abundances
CO, contamination from ambient air. A small quantity (300 L)
of concentrated HsPO,, was injected into the flask through a
septum cap. After the acid—base reaction, 4 mL of the gaseous
phase, containing *CO, diluted in He, were removed using a
gastight syringe and injected into the container shown in
Figure 1.

Calibration of the *CO, Postcolumn Flow. The flow rate of
the spike could be accurately controlled by the mass flow
controller between 0.1 and 5 mL min~'. In our experiments, it
was set at 0.5 mL min~'. The exact mass flow (ng of *CO, per
min) being mixed with the natural CO, coming from the
column and combustion furnace was determined by adding
internal standards of known concentration spiked to the sample
as described before.!!"1?

Quantification using Postcolumn Isotope Dilution. In our case,
the isotope ratio *C/*C was measured as the signal ratio at
masses 44 and 45 (I44/I45) corresponding to the continuous
blend of natural abundance '2CO, present in the chromato-
graphic eluent and the enriched *CO,, added postcolumn.
Selected Ion Monitoring (SIM) at masses 44.0 and 45.0 was
performed for the duration of the chromatogram with 70 ms
integration time per mass. The mass window was ~0.1 mass
units. Then, the isotope ratio in the blend, R, = I,,/1;5 was
calculated to build the isotope ratio chromatogram (R}, vs time).
The postcolumn isotope dilution equation,” shown as equation®
below, was then applied to every point in the chromatogram
to obtain the mass-flow chromatogram (ng of C/min vs time).
The integration of the mass flow chromatogram directly
provided the amount of carbon (in ng) eluted in each chro-
matographic peak.

MF, = MF,

AW, AP ( R, — R, ) @

AW 42\1 = R,R,

In this equation MF, corresponds to the mass flow of carbon
from the natural abundance sample injected, whereas MF;
corresponds to the mass flow of carbon from the postcolumn
spike or tracer. AW, and AW, correspond to the atomic weight
of carbon in the sample and tracer, respectively. The isotope
abundances Af*and A} correspond to the isotopic composition
of C in the tracer and >C in the sample. Finally, R, is the
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Figure 1. Schematic illustration of the setup showing the modification made in the GC-MS instrument. The two possible valve configurations
are shown in the inset: Left, for structural identification by conventional GC-EI-MS analysis, and right, for absolute quantification using GC-
Combustion-MS and postcolumn addition of '*CO,. Adapted from reference.'®

isotope ratio (12/13) in the tracer and R, is the natural isotope
ratio (13/12) in the sample, whereas R, is the measured isotope
ratio in the blend.

Additionally, eq 1 can be used to quantify the mass flow of
enriched carbon dioxide when an internal standard of known
concentration is spiked to the sample.

Head-Space SPME Procedure. Test solutions (~10 ng/g) were
prepared by diluting appropriately the BTEX standards in Milli
Q water. Samples of ~7 g were pipetted into 10 mL glass vials
with open-top phenolic closures and PTFE/silicone septa (Supelco,
Bellefonte, USA). Three fiber coatings, 100 um polydimethylsi-
loxane (PDMS), 70/30 um polydimethylsiloxane/divinylbenzene
(PDMS/DVB), and 50/30 um carboxen/polydimethylsiloxane/
divinylbenzene (CAR/PDMS/DVB) were tested for comparative
purposes. Samples were saturated in all cases with NaCl to
improve extraction efficiency and stirred at 900 rpm at 30 °C
during 30 min to allow equilibration between the liquid and gas
phases. Then the fibers were inserted in the headspace and
extracted during 15 min to ensure equilibrium conditions between
the headspace and the fiber. After extraction, the fibers were
removed and thermal desorption was carried out in the injection
port of the GC at 250 °C.

RESULTS AND DISCUSSION

Online Continuous Measurement of the 12C/13C Isotope
Ratios. The optimum conditions for the continuous measurement
of 2C/C isotope ratios were established by connecting directly
the reservoir that contained the *CO, spike to the mass
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spectrometer.’® The mass spectrum obtained for the mass
range 43—47 when such postcolumn flow was set at 1 mL/
min is provided in the Supporting Information (Figure SI-1).
The 3C isotope enrichment in the postcolumn spike (~97%)
can be clearly seen from the spectrum. Resolution was
optimized while still preserving a good sensitivity. The mass
resolution finally obtained allowed baseline separation even for
isotope ratios very far from 1. The experiments performed for
the selection of the optimum integration time are given in the
Supporting Information (Figure SI-2). An integration time of 70
ms was finally selected considering both the precision in the ratio
measurement and the number of points per chromatographic peak
(~15) to obtain well-defined peak profiles.

Spike Enrichment and Stability of the 2C0,/'3CO,
Isotope Ratio. Again, to estimate the *C enrichment obtained
after the preparation of the ®CO, spike, its reservoir was
connected directly to the mass spectrometer. A constant flow
of 1 mL min~! was set and the signals at /2 ratios 44 and 45
were continuously monitored during 2 min for each indepen-
dent isotope ratio measurement under the measurement
conditions described in the procedures. The isotope ratio was
calculated obtaining an average value of 0.034 + 0.0003, which
corresponds to a *C abundance of 96.70 + 0.02% (n = 5) (see
the mass spectrum shown in the Figure SI-1). The slight
difference between the experimentally obtained enrichment and
that provided for the precursor Na,'*CO4 by the supplier (99%),
can be ascribed to small contaminations by natural abundance
CO, from the ambient air during the generation of the tracer
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Figure 2. Intensity chromatograms for the n-alkanes mixture
obtained in the SIM mode: (a) at m/z = 71 operating the setup in the
qualitative configuration; (b) at m/z 44 and 45 operating the setup in
the quantitative configuration.

and the filling of the reservoir, traces of this compound possibly
present in the Helium gas used to dilute de *CO, and traces
of air still present in the EI source. The high enrichment
obtained provides a very wide range of optimum analyte/spike
ratios and then a sample containing compounds in a large range
of concentrations could be quantified in the same analysis
without affecting the accuracy of the results.”

The short-term (30 min) and long-term (9 h) stability of the
12C/13C isotope ratio is given in the Supporting Information
(Figures SI-3 and SI-4). In both cases the measured isotope ratios,
0.0339 £ 0.0002 and 0.034 + 0.001 (» = 8), respectively, were
remarkably stable. Similar results were obtained in different days
indicating that the setup was robust enough for routine analysis.

Evaluation of the GC-Combustion-IDMS System. The
overall performance of the developed instrumentation was evalu-
ated here by analyzing a standard solution of a mixture of
n-alkanes (Cq—Cy). To study peak broadening, 1 uL of a
solution containing approximately 5 ug/g of these compounds
in n-hexane was injected in the chromatograph both in the
qualitative (combustion oven bypassed) and quantitative (through
the oven) modes. The Selected Ion Monitoring chromatogram
obtained at m/z = 71 (fragment characteristic of n-alkanes) is
shown in Figure 2a, whereas the chromatogram obtained at
masses 44 and 45 after combustion and postcolumn isotope
dilution analysis is shown in Figure 2b. As can be observed, no
significant peak broadening due to the combustion unit or to the
different connections was observed, being the peak width mea-
sured at the half height equal to that found when operating the

6866 Analytical Chemistry, Vol. 82, No. 16, August 15, 2010

5 - c-17
Cc-9 1.S. C-15 \C—l8
e 4] CI0 e c-13 c-16 e
£ TUc2 ) C-20
S 34
=1
=
E 21
=
4 i
s |1 J
0 T T T
5 10 15 20

Time, min

Figure 3. Mass flow chromatograms obtained for the n-akanes
mixture.

GC-MS in the conventional way (0.02 min, Figure 2a). Only a small
increase in retention times was observed (~20 s) because of the
combustion furnace. The mass flow chromatogram obtained after
the application of the online isotope dilution equation (eq 1) is
shown in Figure 3. As can be observed, the sensitivity is roughly
constant for all compounds which is in clear contrast with the
results shown in Figure 2a for mass 71 without combustion (SIM
detection). The peak areas in the mass flow chromatogram were
linear with the amount of carbon injected over 2 orders of
magnitude (the maximum range assayed). The detection limit
obtained for tetradecane was 9 ppb (ng/g) based on three times
the standard deviation of the baseline. Taking into account that
the injection volume was 0.5 uL, this value corresponds to an
absolute limit of detection of 3 pg of tetradecane injected. If we
take into account the peak width at the baseline (4s approximately
in this particular case), then we can make our detection limit
independent of the column employed and the carrier gas flow-
rate. The value found was 0.8 pg C s}, being in the same order
that those provided by a mass spectrometer in full scan mode
(1 pg C s™) and clearly better than those of a flame ionization
detector (10 pg C s7Y). This detection limit is mainly limited
by the background level observed at m/z = 44, and explains
the difference in comparison with the detection limit achievable
using the mass spectrometer in SIM mode bypassing the oven
(typically 0.1 pg C s™') in spite of the fact that both sensitivities
were very similar. In contrast, it should be mentioned that the
EI detection limit observed is 3 orders of magnitude lower than
that obtained for carbon using *C postcolumn isotope dilution
and ICP-MS detection (0.7 ng C s71).12

For the quantitative analysis of the standard mixture of
n-alkanes (Cy—C,y) we needed first to quantify the mass flow
of postcolumn CO,. Out of the two possibilities of using
internal standard (IS) or external standard, we selected an IS
because it provided the advantage of compensation for small
variations in the sample volume injected (we were using manual
injection). Moreover, as recently pointed out by Heilmann and
Heumann,'! an additional advantage of using an internal
standard is that the mass flow of enriched carbon dioxide does
not need to be determined. The peak areas of both the analyte
and the internal standard in the mass flow chromatogram are
related to the unknown mass flow of spike (eq 1). 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
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Table 1. Absolute Quantification Results for the
Alkane Model Mixture?®

compound added (ug/g) found (ug/g)

nonane 8.0 83 £0.5
decane 8.0 83+0.2
undecane 8.0 84+0.1
dodecane 8.0 83+0.3
tridecane 8.0 83+0.3
tetradecane 8.0 LS.

pentadecane 8.0 7.7+0.1
hexadecane 8.0 7.7+0.1
heptadecane 8.0 74+03
octadecane 8.0 79+0.1
nonadecane 8.0 7.8+0.1
eicosane 8.0 83+0.2

“ Tetradecane was used as an internal standard. The uncertainty is
expressed as the standard deviation for » = 3 injections.

of the amount of carbon under each peak can be determined just
by calculating the areas of the internal standard and those
corresponding to the other organic compounds. Therefore, the
knowledge of the spike mass flow is not needed. The quantitative
results obtained from the data shown in Figure 3, using tetrade-
cane as internal standard, are given in Table 1. As can be observed,
this methodology allowed us to quantify a series of organic
compounds containing from 9 to 20 atoms of carbon and with a
range of boiling points from 128 to 343 °C, with acceptable
precision (<4% RSD, #» = 3) and accuracy (—7 to +5%, expressed
as relative error), without the need for specific standards for each
compound or individual calibration plots. In order to evaluate the
applicability of the approach to more complex organic compounds,
mixtures containing saturated, unsaturated, and functionalized
compounds were analyzed (see Supporting Information, Table SI-
1). Again, the results obtained were satisfactory in terms of both
precision and accuracy.

In principle, the method should work for all compounds that
can be separated by Gas Chromatography. For compounds
containing heteroatoms (such as Cl, Br, or S) their quantitative
oxidation in the combustion oven will need to be studied. In the
case of samples that contain less volatile compounds, the use
direct or on-column injection would be advisible to minim-
ize possible losses in the injection port. Also, accurate quantitative
analysis of samples in which the number of compounds to quantify
is very large (i.e., environmental samples) will require complete
chromatographic resolution as the method is non-selective (all
carbon containing compounds will be detected).

Quantitative Assessment of the HS-SPME Technique.
Since its introduction by Pawliszyn in 1990,2° SPME has been
established as a suitable alternative for sample preparation during
trace and ultratrace GC-MS analysis. It is worth stressing that
SPME is a nonquantitative extraction technique in which variable
fractions of each analyte, depending on its nature and affinity for
the fiber, are recovered from the sample matrix under determined
extraction conditions. Variables such as sample matrix, ionic
strength, extraction temperature, and extraction time are critical
in most SPME procedures. In order to avoid lengthily standard
addition methods, the fiber extraction yield for each compound

(20) Arthur, C. L.; Pawliszyn, J. Anal. Chem. 1990, 62, 2145-2148.
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Table 2. Comparison of Absolute Recoveries Obtained
for Three Different Types of SPME Fibers Using the
Proposed Approach?

absolute recovery (%)

added PDMS/ CAR/PDMS/

compound (ng) PDMS DVB DVB
benzene 78.0 1£0.1 19+0.6 35+6
toluene 79.5 4+03 52+03 58+ 3
ethylbenzene 79.7 8+1 58 +0.2 59+3
m,p-xylene 79.7 9+1 60 +0.4 66 +3
o-xylene 795 12+1 71+1 78+ 2
1,2,4-trimethylbenzene  81.4 21+3 65+4 68 + 2

“The uncertainty is expressed as the standard deviation for n = 3.

of the sample should be determined.?' This process is not easy
to perform due to the characteristics of the SPME technique and
it is normally carried out by comparing the peak areas obtained
using SPME from spiked samples with those obtained from direct
splitless injections of standards solutions. This procedure is based
on the assumption that the transfer efficiencies in the GC injector
are the same for both, liquid injection and SPME, and such
requirement must be fulfilled for each target analyte. Unfortu-
nately, both types of sample introduction are affected by different
variables®? and important errors can be made if special attention
is not paid to it. Hence, the reliable calculation of absolute
recoveries in SPME remains a daunting challenge. We have
evaluated our GC-Combustion-IDMS procedure for the determi-
nation of absolute extraction yields in SPME in the headspace
mode (HS-SPME) as, in theory, the integration of the chromato-
grams provides directly the absolute amount (in ng of carbon) of
each compound that has been actually extracted from the solution
to the fiber. Once mass flow has been accurately and precisely
measured using optimum conditions and well characterized
standards (such as tetradecane and 1,2,4-trimethylbenzene) it
remained constant throughout the working day and thereby can
be safely applied to the HS-SPME experiments. Therefore, the
extraction yields for each target compound can be easily calculated
(as we know the total amount of analyte present in standard
solutions or spiked to the sample).

To evaluate such applicability of our instrumental setup for
fundamental studies in HS-SPME, three different fiber coatings
commonly employed in BTEX analysis (PDMS, PDMS/DVB, and
CAR/PDMS/DVB) were selected for comparative purposes.
Samples of ~7 g containing ~10 ng/g of BTEX and 1,2,4-
trimethylbenzene were extracted under the conditions indicated
in the procedures and absolute recoveries for each type of fiber
were calculated based on postcolumn isotope dilution analysis.
Table 2 shows the total amount of carbon in the test solution for
each compound and the absolute recoveries obtained for the three
fiber coatings tested. As can be observed, the PDMS fiber
provided the lowest recoveries for all of the analytes under the
conditions assayed, whereas the recoveries obtained using the
PDMS/DVB and CAR/PDMS/DVB fiber were much higher and
very similar (with the exception of benzene, which was more
efficiently extracted by the CAR/PDMS/DVB fiber). Unfortu-

(21) Barroso, M.; Gallardo, E.; Margalho, C,; Avila, S.; Marqués, E. P.; Vieira,
D. N,; Lopez-Rivadulla, M. J. Chromatogr. B 2005, 816, 29-34.

(22) Ouyang, G.; Chen, Y.; Setkova, L.; Pawliszyn, J. /. Cromatogr. A 2005,
1097, 9-16.
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Figure 4. Mass flow chromatogram obtained for the mixture of BTEX
and 1,2,4-trimethylnenzene in water using HS-SPME-GC-Combus-
tion-MS and postcolumn addition of *CO,.

nately, the CAR/PDMS/DVB fiber generated broader peaks and
tailing, resulting in lower signal-to-noise ratio and poorer precision
in comparison with the PDMS/DVB fiber, which was finally
selected for further experiments. In addition, the fiber/sample
distribution constants (Ki) were calculated for a more reliable
comparison between the extraction efficiency of the fibers as
it is a parameter related to the phase volume?® (see Table SI-2
in the Supporting Information). The Kj values obtained for the
PDMS fiber were of the same order of those cited in the
literature.'® Interestingly, Kj values obtained for the PDMS/
DVB fiber were significantly higher than those obtained for
the CAR/PDMS/DVB fiber, in spite that both fibers provided
very similar absolute recoveries (see Table 2). These results
seem to indicate that the PDMS/DVB stationary phase showed
higher affinity for the BTEX compounds. Notably, only nine
analysis (three replicates per fiber tested) were necessary to obtain
this valuable information in fundamental studies, critical to
optimize new procedures of SPME.

As an example, Figure 4 shows the mass-flow chromatogram
obtained using the PDMS/DVB fiber. In this case, together with
the impressive preconcentration factor typically observed by
SPME, the carbon background was significantly decreased (two
or three times lower). The detection limits obtained using HS-
SPME were in the low ng/L level (<10 pg/g) for all compounds
assayed except for benzene (80 pg/g).

In order to provide internal validation of the proposed meth-
odology for SPME analysis, a multiple extraction experiment was
designed. To this end, a solution containing 20 ppb of BTEX was
successively extracted using a PDMS/DVB fiber. Most of the
BTEX can be completely extracted by SPME after a few extrac-
tions, so we have compared the values obtained by summing up
the amount extracted in every single extraction with the total
amount initially present in the standard solution in order to check
the mass balances. The results are shown in Table SI-3 (Support-
ing Information). The extracted amounts (in ng) experimentally
obtained after four consecutive extractions for all the compounds
closely matched the amounts initially spiked to the water sample
(recoveries ranging from 91 to 104%) validating the proposed
approach. As expected, benzene could not be quantitatively
extracted after 4 extractions since its absolute recovery for every
single experiment hardly reached 20%.

(23) Pawliszyn, J. Applications of Solid Phase Microextraction, 1st ed.; RSC: United
Kingdom, 1999.
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Table 3. Absolute Amount of Compound Determined in
Two Spiked Water Samples, Tap and River Water,
using HS-SPME-GC-Combustion-MS and Post-Column
Addition of 3C0,”

tap water river water
compound added (ng) found (ng) added (ng) found (ng)
benzene 4.85 49+04 5.16 49+02
toluene 4.94 48+0.1 5.26 51+0.2
ethylbenzene 4.95 51+0.2 5.27 5.6+0.3
m,p-xylene 9.90 104 £0.2 10.54 11.7+£0.6
o-xylene 4.94 53+0.1 5.24 52+0.5

“The uncertainty is expressed as the standard deviation for n = 3
replicates.

Finally, we evaluated if the absolute recoveries obtained in
ultrapure water could be affected by matrix effects in real samples.
For this purpose, a tap and a river water were analyzed for BTEX.
None of the compounds were initially detected, so the samples
were fortified with a methanolic solution to a final concentration
of ~5 ng/g of each of the six compounds. Samples were extracted
under the optimal conditions previously described and, in this
case, 1,2,4-trimethylbenzene was used as the internal standard to
allow for compensation of the well-known variability of the SPME
technique. Quantitative results were obtained using the recoveries
calculated from the standard solutions described before. Table 3
shows the final results obtained for two samples, tap and river
water, respectively. As can be seen, recoveries can be considered
quantitative with reproducibility RSD values lower than 10% in all
cases. These results indicate that extraction efficiencies seem not
to be affected by matrix components in natural water samples
paving the way to the application of this online isotope dilution
methodology to the direct and absolute quantification of BTEX
in different water samples at ppb-ppt levels.

CONCLUSIONS

The postcolumn carbon-isotope dilution method described here
allows for the accurate and precise quantification of different
carbon-containing species eluted from the GC column, without
the need for specific standards for each target analyte.'® Of course,
the purity of each chromatographic peak will need to be confirmed
by parallel qualitative GC-MS analysis. This is the first time that
the generic quantification based on the postcolumn isotope
dilution concept has been applied using a molecular-ion source
(electron ionization). To make it possible, every carbon-containing
compound analyzed had to be converted into the same species,
CO,, by means of a combustion reactor placed after the
chromatographic column prior to the continuous online mixing
with the isotopically labeled compound, *CO,. In this way, it
was guaranteed that natural and enriched compounds provided
the same response at the molecule-specific detector. As a result,
the generic postcolumn isotope dilution quantification, re-
stricted so far to elemental ion sources and ICP-detectable
elements, could be extended to molecular ion sources and
organic compounds (containing exclusively C, H, N, and O).
Notably this approach, which requires a simple low-cost
modification of a standard GC-MS instrument, can be carried
out without any loss of the structural information or compound-
confirmation capabilities provided by current GC-MS equip-
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ment. Therefore, the long-time dreamed of chromatographic
detection allowing generic quantification and complete char-
acterization of organic compounds in a single instrument is
realized. In addition, the proposed method turned out to be
very cost-effective because expenses associated with the use
of isotopically labeled *CO, are negligible and there is no need
for external calibration, resulting in considerable savings in time
and money (e.g., cost of analytical standards). Beyond its
potential use for quantitative quality control in a wide range of
standard laboratories (e.g., environmental ones), a powerful
application of our approach can be foreseen in oil-spill finger-
printing and in pharmaceutical analysis, for which the number
of target organic analytes is increasing exponentially (so it is
virtually impossible to have standards for each compound, even
if they exist).

In addition, the unique compound-independent calibration
capabilities of the approach proposed could be advantageously
exploited for the assessment of sample introduction procedures
in GC. In the present work, we have selected HS-SPME to
illustrate this promising ability of our approach. Quantitative data
obtained for BTEX compounds in different water samples have
demonstrated that quantitative assessment of HS-SPME proce-
dures in terms of absolute absorption yields is successful (the
analytical features of different fiber coatings could be evaluated
and critically compared in this way), opening its use to assess
the performance of many other reported sample preparation and
preconcentration methods.
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SUPPORTING INFORMATION AVAILABLE

The mass spectrum obtained for the mass range 43—47 when
1 mL/min of the spike flow was introduced directly to the ion
source (Figure SI-1). The optimization of the integration time for
the 44/45 isotope ratio measurement (Figure SI-2). The short term
(30 min) and long term (9 h) stability of the 2C0O,/CO, isotope
ratio (Figures SI-3 and SI-4, respectively). The quantification
results of a mixture of different families of compounds containing
saturated, insaturated and functionalized compounds (Table SI-
1). The K, values obtained for reliable comparison between the
different fibers used (Table SI-2). The multiple headspace
experiment carried out for internal validation of the approach,
comparing the sum of the amount obtained in each single
extraction to the total amount initially present in the spiked
solution (Table SI-3). This material is available free of charge via
the Internet at http://pubs.acs.org.
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FIGURE SI-1: Mass spectrum obtained for the '3CO, spike flow.
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Selection of the integration time.

The optimum integration time at masses 44 and 45 was studied. If we take into account that
peak widths in our GC-MS system are around 2 seconds and we need at least 10 points to
properly define the peak profile, the maximum integration time allowed will be 100 ms per
mass. Of course, if we increase peak definition we will decrease counting statistics and a
compromise must be found. Thus, integration time was varied from 10 to 100 ms and the
isotope ratio precision was in each case evaluated. Figure SI-1 shows the results obtained.
As expected, the precision improved as the integration time increased from 10 to 50 ms.
However, higher integration times did not provide lower RSD values as precision remained
roughly constant (approximately 0.5% RSD) in the range 50-100 ms. An integration time of 70
ms was finally selected considering both a good precision in the ratio measurement and an
adequate number of points per chromatographic peak (=15) to obtain well defined peak

profiles.
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Stability of the '2C0O,/'*CO; isotope ratio.

The stability of the '2C/'®C isotope ratio was checked both in the short term (30 min,
approximately the time of a typical analysis by GC-MS) and in the long term (9 hours, a whole
working day). Results are shown in Figures SI-3 and Sl-4, respectively. In both cases the
measured isotope ratios, 0.0839 + 0.0002 and 0.034 + 0.001 (n=8), respectively, were
remarkably stable. Similar results were obtained in different days indicating that the
instrument is robust enough for routine analysis. It is worth mentioning that, assuming a
typical tracer carrier flow rate of 0.5 mL min™', the number of working hours per container was
about 800. Taking into consideration the price of the solid Na,"*COz used (180 $ per 5 g), and
the small amount of this compound required to fill each container, the operational cost derived
from the use of the enriched spike turned out to be extremely low (0.01 $ h™").
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Analysis of a model mixture.

In order to evaluate the suitability of the procedure for other organic compounds a model
mixture containing saturated (undecane, tridecane, tetradecane and pentadecane),
unsaturated (toluene, ethylbenzene and o,m,p-xylene) and functionalized (butyl butyrate and
hexyl butanoate) standards was analyzed, using again tetradecane as the only internal
standard. The results obtained are given in Table SlI-1. The recoveries for the different
compounds agreed very well with the expected values, varying from 93 to 106%, while the
precision obtained ranged between 4 to 6% RSD.

TABLE SI-1: Absolute quantification results for the mixture of organic compounds (saturated,
unsaturated and functionalised). Tetradecane was used as an internal standard. The

uncertainty is expressed as the standard deviation for n=5 injections

Compound Added (ng/g) Found (pg/g)
Toluene 5.6 52+0.3
Ethylbencene 5.6 54+0.3
0,m-xylene 11.2 11.1+£0.6
p-xylene 5.6 56+0.3
Butyl Butyrate 3.8 3.9+0.2
Undecane 4.0 42+0.2
Butyl Hexanoate 3.9 3.9+0.1
Tridecane 4.3 45+0.1
Tetradecane 4.2 I.S.
Pentadecane 4.2 4.0+0.2
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Values of the fiber/sample distribution constants (Kjs)

These values were calculated for a more reliable comparison between the extraction

efficiency of the fibers since each fiber has different phase thickness and this fact is taken into

account when computing Kifs.

TABLE SI-2:
K;s values
Compound PDMS PDMS/DVB CAR/PDMS/DVB
Benzene 170+ 10 3800 + 100 5700 + 400
Toluene 430 + 40 10200 + 50 9200 + 500
Ethylbenzene 900 + 100 11380 + 40 9400 + 400
m,p-xylene 1000 £ 100 11960 + 80 10500 + 500
o-xylene 1400 + 100 14100 + 300 12200 * 400
Trimethylbenzene 2500 + 400 12900 + 800 10700 = 300
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Multiple SPME experiments.

TABLE SI-3: Absolute amount of compound determined in four successive extractions from

the same spiked solution. Global recovery is computed as the ratio of the sum of ng of

compound extracted in each individual SPME experiment to the ng originally spiked to the

solution.

Compound

Benzene
Toluene
Ethylbenzene
m,p-Xylene
o-Xylene

1,2,4-Trimethlybenzene

Added
(ng)

151.7
154.6
154.9
309.9
154.6
158.2

Total
Found in successive extractions (ng) Recovery
(%)
131 2nd 3rd 4th
27.7 21.8 14.9 16.7 58
80.9 345 11.3 6.9 95
102.1 20.5 45 3.0 93
203.1 40.1 9.1 6.9 92
125.9 25.2 4.9 3.5 104
109.7 11.5 35 3.9 91




D.2. DESARROLLO Y OPTIMIZACION DE UN SISTEMA
GENERICO DE CUANTIFICACION DE COMPUESTOS
ORGANICOS SOLUBLES EN AGUA MEDIANTE FIA/HPLC-
oxidacion-MS y DILUCION ISOTOPICA EN LiNEA DE “C

D.2.1 Optimizacion y validacion de un sistema de analisis por inyeccion en flujo
para la cuantificacion de CO; en disolucion por dilucion isotopica en linea de B¢

D.2.1.1 Articulo Cientifico III: Anal. Bional. Chem. 2012, 402, 91-97

“Towards compound-independent calibration for organic compounds using online
isotope dilution mass spectrometry”

Autores: Sergio Cueto Diaz, Jorge Ruiz Encinar, Alfredo Sanz Medel, José Ignacio
Garcia Alonso

105






Resultados

Anal Bioanal Chem
DOI 10.1007/s00216-011-5464-7

TRENDS

Towards compound-independent calibration for organic
compounds using online isotope dilution mass spectrometry

Sergio Cueto Diaz - Jorge Ruiz Encinar -
Alfredo Sanz-Medel - José Ignacio Garcia Alonso

Received: 15 July 2011 /Revised: 15 September 2011 /Accepted: 29 September 2011

© Springer-Verlag 2011

Abstract Isotope dilution mass spectrometry (IDMS) can
be considered a primary measurement method directly
traceable to the International System of Units (SI). This
measurement technique is increasingly employed in
routine laboratories, owing to its unequalled analytical
performance, precision and ease of accreditation. Unfor-
tunately, for the adequate application of IDMS, several
isotopically labelled standards, corresponding to the
compounds of interest, are required. Additionally, when
the enriched isotope is continuously added after a
chromatographic separation, and an elemental ion source
is used, it allows quantification of the different analytes
being eluted from the column without requiring specific
standards for each compound (online IDMS). In this
article, we discuss how the traditional applicability of
online IDMS for elemental speciation can be dramatical-
ly expanded by using carbon isotope tracers, oxidation or
combustion reactions and a conventional molecular ion
source. With such a strategy every carbon-containing
compound being eluted from a chromatography system
can be quantified without the need for specific standards
as long as quantitative combustion/oxidation and com-
plete elution occur. So far, only gas chromatography—
combustion—mass spectrometry applications have been
described, but recent results indicate the great possibil-
ities of extending this novel approach to the quantifica-
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tion of organic compounds after separation by liquid
chromatography.

Keywords Isotope dilution mass spectrometry -
Compound-independent calibration - Organic compounds -
Chromatography

Introduction

Chromatographic techniques are one of the most powerful
tools available in analytical chemistry when the determina-
tion of individual compound in mixtures is required. Gas
chromatography (GC) and liquid chromatography (LC)
instruments are widespread and are basic instrumentation
in practically every research or routine laboratory, being
essential tools in the food, pharmaceutical, clinical and
environmental fields, among others. Unfortunately, accurate
quantitative analyses performed through the chromato-
graphic techniques require the use of calibration plots
prepared from specific standards for each analyte of
interest, as the vast majority of detectors that can be
coupled to a chromatography system cannot provide a truly
universal compound-independent response [1]. The time-
consuming calibration procedures required to obtain quan-
titative data stand in clear contradiction with the needs for
fast, robust, high-throughput methods of the above-
mentioned fields of application. In this article, we discuss
a novel approach for the generic quantification of organic
compounds without the need for calibration procedures
using specific standards. The method is based on the
concept of online isotope dilution mass spectrometry
(IDMS), which was first developed for speciation analysis
using inductively coupled plasma (ICP) mass spectrometry
(MS) instrumentation.
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Overview

Compound-independent calibration (CIC) strategies are
usually based on the capabilities of some elemental
detectors to provide an identical response for a particular
element regardless of its chemical form. Thus, a single
generic compound containing the element to be measured
can be used as a standard for quantification of any other
species containing the element of interest. The first
approaches in this line involved the coupling of a gas
chromatograph with a microwave-induced plasma and
atomic emission detection system. This coupling was
successfully applied, in addition to metal speciation studies
[2], to the compound-independent quantification of a
number of different families of organic species such as
halogenated compounds [3], sulfur-containing polycyclic
aromatic hydrocarbons [4] and nitrogen-containing com-
pounds [5]. Later, research focused on the use of the more
robust and sensitive ICP as an ion source for MS detection.
Since then, ICP-MS has been coupled with both GC and
high-performance LC (HPLC), and has shown compound-
independent sensitivity for different elements [6, 7].

The exceptional CIC capabilities of ICP-MS as a
detection system were greatly increased when Rottmann
and Heumann [8], described for the first time the use of
online IDMS for real-time and standardless quantification.
The procedure consists of the continuous addition of a
compound (spike) containing an enriched isotope of the
element of interest, just after the chromatographic separa-
tion. The isotope ratio between the most abundant natural
isotope (coming from the analytes) and the enriched one
added after the column (coming from the spike) is
continuously measured by ICP-MS. When this isotope
ratio is introduced into the online isotope dilution equation
[8], the result obtained is a mass-flow chromatogram in
which the y-axis represents the mass flow, that is the
amount of element being eluted per unit time. Figure 1
shows an example of the whole conversion from the signal
intensities provided by the instrument to the “mass-flow
chromatogram” for the determination of sulfur-containing
compounds in vacuum gas oil BCR 107 [9]. Note that there
is an error in the y-axis label in Fig lc in the original
publication. The units should be nanograms per minute
(mass flow) and not nanograms per gram (amount fraction).
The integration of each peak in this mass-flow chromato-
gram provides the absolute amount (nanograms) of the
element that is eluted in each single peak, and this can be
easily related to the absolute amount of compound if its
chemical structure is known. In addition, the signal
measured is relative and thus factors involving changes in
the sensitivity such as signal drift, matrix interferences and
gradients in HPLC are internally corrected [10]. The only
requirement to be met is that the instrumental response
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Fig. 1 Example of the process to convert the signal intensities
provided by the instrument into mass flow for vacuum gas oil BCR
107. a The signals obtained at m/z 32 for natural-abundance sulfur,
corresponding to the analytes and m/z 34 (in red), corresponding to the
34S-enriched spike. b The isotope ratio chromatogram and ¢ the mass
flow chromatogram. (Reproduced with permission from [9]. Copy-
right 2008, American Chemical Society)

must be independent of the chemical form of the species
under analysis, including the spike, which can be easily
guaranteed when an ICP is used as the ion source [11]. This
approach has been widely employed in trace element
speciation [12, 13], and has been demonstrated to be a



Resultados

Towards compound-independent calibration for organic compounds

very useful tool in quantitative metalloproteomics [14] as
well as in the quantification of small biomolecules [10] or
for metabolic studies employing stable isotopes [15]. The
vast majority of the applications developed so far have
resorted to HPLC as the separation technique. A point of
concern with all these HPLC—isotope dilution—ICP-MS
applications relates to the evaluation of column recovery
or possible species degradation inside the column. It must
be stressed that online IDMS only computes what is being
eluted from the column; therefore, losses of analyte prior to
or during separation may lead to significant errors [14].

In the field of GC, Heilmann and Heumann [9]
developed a remarkable GC-isotope dilution—ICP-MS
method for the quantification of sulfur-containing com-
pounds in petroleum derivatives. In this original work, >*S-
enriched dimethyl sulfide was used as a postcolumn “gas-
phase” spike and a sulfur-containing internal standard of
known concentration was added to the samples to calibrate
the gaseous spike mass flow. The method was validated for
the quantification of total sulfur and thiophenes in
petroleum products and was proposed even as a fast routine
method. Despite the great potential of the isotope dilution—
ICP-MS procedure in combination with chromatographic
techniques, there are some limitations. Clearly the species
subjected to analysis must have an “ICP-detectable”
element in their structure. Elements such as carbon,
nitrogen, hydrogen and oxygen are hardly detected owing
to their high ionization potentials and the high signal
background for these elements in the ICP. This fact clearly
limits the range of applications of this method and excludes
the analysis of organic compounds containing only carbon,
nitrogen, hydrogen and oxygen. Only two attempts at ICP-
MS quantification of organic compounds by measuring
carbon have been described so far [16, 17] using HPLC
separations. In both cases, the limits of detection were
significantly high in comparison with the usual perfor-
mance of the ICP for other elements. There is another
possibility for applying this online IDMS procedure for
compounds containing no ICP-MS-detectable elements.
Isotope equilibration can also be achieved by converting
all chemical compounds separated during the chromatogra-
phy and the postcolumn spike into a single compound
which can be detected by MS. Online oxidation and
combustion reactions, currently being developed for
compound-specific isotope ratio MS, convert all organic

Fig. 2 The step-by-step process
of the postcolumn isotope
dilution approach. GC gas
chromatograph, EI electron

S C,H O,N
1onization xyz\Vv

x12CO,

[y]

compounds being eluted from a chromatography system
into carbon dioxide. The postcolumn addition of '>C-
labelled carbon dioxide in combination with combustion
reactors has been described for GC [18, 19] and will be
discussed first.

Applications

GC-combustion-MS and online addition of '*CO,
as a CIC method for the quantification of organic
compounds in the gas phase

GC-—electron ionization (EI)-MS is one of the most widely
used techniques for identification and quantification of
organic compounds [20]. Its versatility, selectivity, low
operational cost and high sensitivity make this technique
invaluable in qualitative and quantitative organic analysis,
being established as the technique of choice in a large
number of official methods [21]. Obviously, this selectivity
and structure elucidation ability brings as a consequence a
strong species-dependent response (two compounds with
different structures and/or chemical properties will give
significantly different signal intensities in the detector) and,
therefore, again specific standards are necessary to perform
accurate quantitative analysis. A single instrument combin-
ing both the separation and the compound identification
capabilities of a GC-MS system with a molecular ion
source (EI) and the unique quantitative potential of the
compound-independent detectors mentioned before could
establish itself as the detector of choice in modern
analytical chemistry.

We recently described the basis of a CIC system in GC
combining the above-mentioned advantages [18, 19]. A
schematic diagram of the procedure is shown in Fig. 2. The
system is based on the quantitative conversion of every
organic compound into CO, after their chromatographic
separation using a combustion reactor and the online
addition of a constant flow of '3*C-enriched CO, diluted in
helium (the carrier gas typically used in GC-MS). In the
mass spectrometer, the '2C/'>C isotope ratio is obtained by
measuring the signals at m/z 44 and m/z 45, corresponding
to '2CO," and 'CO,", respectively. The contribution of
170 (0.038%) at mass 45 can be considered negligible. As
the only species to be finally measured is CO,, the
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necessary requisite of a compound-independent response in
online IDMS is fulfilled no matter what the ionization
source employed. In this case, a high-vacuum source as EI
is expected to give a much better limit of detection for
carbon than the ICP.

To apply this approach we used a quadrupole GC-MS
system with an EI source. Some simple modifications of the
instrument were necessary to apply this procedure. The
instrument was fitted with a homemade tubular furnace
(0.5-mm inner diameter) for quantitative combustion and
transformation of the analytes into CO,, a 5-L stainless
steel container equipped with a mass-flow controller to
supply accurately the spike flow (0.5 mL '*CO, in helium
per minute) and a six-way valve. This valve prevents the
solvent from entering the combustion unit, which would
shorten its useful life and, more importantly, allows it to
bypass the combustion oven when necessary, leading the
column effluent directly to the EI source for compound
identification or peak purity confirmation [18, 19]. Figure 3
shows a scheme of the instrument developed, including two
pictures corresponding to the combustion furnace and the
six-way valve mounted inside the oven of the chromato-
graph. Some relevant characteristics of this system are as
follows: first, no specific standards for each analyte are
necessary for quantitation; second, quantitation is based on

the measurement of carbon (as CO,), so it could be
considered “universal” for organic compounds; finally, the
instrument is versatile as it maintains the capabilities for
structure elucidation of a conventional GC-(EI)MS system
when the combustion oven is bypassed.

The proof of concept was demonstrated for the analysis
of model mixtures of different families of organic com-
pounds (n-alkanes as saturated compounds, benzene,
toluene, ethylbenzene and xylene as unsaturated and esters
as functionalized compounds) [18]. To prove the robustness
of the set-up, a diesel fuel sample was directly injected after
appropriate dilution in n-hexane. Major components of the
sample were identified by their EI spectra and in a
consecutive analysis were quantified by postcolumn isotope
dilution. Only a turn of the valve was necessary to change
between the “qualitative” configuration (conventional GC-
MS) to identify the species present in the sample, and the
“quantitative” configuration (GC—combustion-MS and
postcolumn isotope dilution) to quantify them in a
subsequent analysis [18]. Although the GC—combustion—
MS and postcolumn isotope dilution approach is still in a
very early stage of development, its potential suggests a
number of possible applications could be developed soon.
Apart from its direct use in routine quantitative analysis, the
method presented could be a very useful tool in the

MASS FLOW GAS  CYLINDER
CONTROLLER FILLED WITH 13CO,
DOPED HELIUM
FROMANALYTICAL  FROMANALYTICAL
COLUMN ¥ COLUMN ¥
T
> > s
A Toms O MS COMBUSTION
FURNACE
FURNACE ¥ FURNAGE ¥
VENT
VENT g Slow Aoy MANUAL
ACTUATOR
l\ LY
< -
6-WAY
MASS VALVE
SPECTROM.
GC COLUMN

Fig. 3 The carbon postcolumn isotope dilution system for quantifi-
cation of organic compounds in the gas phase. The six-way valve
mounted inside the oven (leff) and the combustion furnace with its
temperature controller (right) are shown. The two possible config-
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quantitative study of non-quantitative processes commonly
employed during the usual analytical sample treatment
steps, such as liquid-liquid extraction, preconcentration
using solid-phase extraction cartridges or in the optimiza-
tion of solid-phase microextraction procedures [19]. Inter-
estingly, only one analysis is required to determine the
amount of compound extracted, and therefore the absolute
recovery of the process is obtained directly, allowing the
quantitative and reliable optimization of these procedures in
a fast and simple way.

Flow injection analysis—oxidation-MS and online addition
of NaH"*COj; as a CIC method for the quantification
of organic compounds in the liquid phase

Once the concept had been validated for organic species
present in the gas phase, a similar determination procedure in
the aqueous phase was attempted. For the study and
optimization of the online IDMS procedure, a flow injection
system was first constructed (i.e. no separation column was
employed). As before, the target “natural abundance” analyte
and the “isotopically labelled” spike need to be converted into
the same compound before reaching the molecular ion source
in order to achieve isotopic equilibrium.

As a first proof of concept, we evaluated the persulfate
oxidation reaction in acidic medium at 99 °C typically
employed in compound-specific isotope analysis by isotope
ratio MS [22]. Thus, our approach again consisted in the
chemical transformation of all target organic compounds,
together with the enriched tracer, into CO, by wet oxidation
and its subsequent extraction into a helium gas stream by

means of a gas-permeable membrane. Such helium flow,
containing the natural-abundance and isotopically enriched
CO,, was first dried in a Nafion membrane and then taken
into the EI source for carbon isotope ratio measurement.
The whole experimental set-up is shown in Fig. 4. A carrier
flow of liquid water takes the injected sample to a T piece,
where it is mixed with a constant flow of HNa'>CO;. After
mixing, a further flow of phosphoric acid and sodium
persulfate will form CO, (after heating at 99 °C), which is
extracted to a flow of helium gas using a gas-permeable
membrane. The blend of natural-abundance and enriched
CO; is then taken to the mass spectrometer, where the 44/
45 isotope ratio is measured as a function of time. For
traceability purposes, the calibration of the '*C postcolumn
mass flow was performed by injecting either a natural-
abundance sodium carbonate primary standard or potassium
hydrogen phthalate primary standard. It is worth stressing
that both primary standards can be used as generic standards
for any organic compound.

The liquid flow injection analysis (FIA) procedure was first
evaluated using natural-abundance sodium carbonate in water
without the persulfate oxidation. The mass-flow FIAgrams
obtained showed excellent precision and good linearity over
the concentration range assayed (more than 2 orders of
magnitude). Again, the main characteristic of the FIAgrams
obtained is that the integration of each peak provided directly
the mass of carbon present in that peak. So, the area of each
peak has the units of mass of carbon. For validation purposes,
a sample of seawater containing a certified amount of
dissolved inorganic carbon was analyzed (certified reference
material standard, supplied by Andrew Dickson, Scripps

HPLC Gas permeable membrane
_———_—-—-—_-—=—= Co,
g ES Waste
. . 1
Reaction coil Cooler
S - I 100 °C I He+002 outlet
Injection [
valve |
! I
Mobile phase | | Nafion
(Milli- Q water) I : membrane
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Ool1
| | :
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HNa13C03 I H3P°4 Nazszos J
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Fig. 4 The carbon online isotope dilution system for quantification in
the liquid phase. The dotted red box highlights the specific oxidation
set-up required to convert any organic compound into CO,. EI

electron ionization, HPLC high-performance liquid chromatograph,
MS mass spectrometer
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Institution of Oceanography). The flow of the spike was
determined by reverse IDMS using a natural-abundance
sodium carbonate primary standard as a reference. The mass-
flow results for a quintuplicate injection of the sample (24.19+
0.19 ppm, as carbon) were in perfect agreement with the
certified value (24.16 ppm). As expected, the precision
obtained was excellent, with relative standard deviation below
1%. For the extension of the idea to the determination of pure
organic compounds in the aqueous phase, the oxidation step
was implemented to guarantee equilibration of carbon isotopes.
The specific set-up used for wet oxidation is shown in the
dotted red box in Fig. 4. For the calibration of the online spike
flow, in this case we resorted to injections of potassium
hydrogen phthalate (99.98% purity). Since it is a primary
standard as well, the results will still be directly traceable to
the SI. For evaluation purposes, a sucrose standard (more than
99% purity) was analysed first. A typical FIAgram for
increasing concentrations of sucrose (five injections each) is
shown in Fig. 5, where the first five peaks correspond to the
phthalate standard used to calibrate the spike mass flow. The
calibration was linear (R*=0.9999) within the whole range
studied up to a concentration of 85 pg/g carbon. Again,
excellent precision and agreement between the experimental
and the expected values were obtained (43.1+0.6 ppm C
found vs. 43.3 ppm C theoretical, respectively).

Outlook

Organic pure substance materials are required in many
different fields of analysis, including environmental, food,
clinical, pharmaceutical, drugs of abuse and forensic
samples. In this context, well-characterized materials are
required for the establishment of traceable calibration
solutions or direct assay standards. Therefore, the avail-
ability of reliable methods for the characterization of pure

Fig. 5 Linearity, precision and 20 -
accuracy evaluation of the
online isotope dilution system in
the liquid phase using sucrose.
Potassium hydrogen phthalate
(KHP) was used as a
compound-independent
(primary) standard. Five
injections each were performed
for the blank and increasing
sucrose concentrations (from 4
to 85 ppm as carbon)

Y
(4]
L

Intensity (mV) x10 *
-
o

materials such as those described here could play a very
important role in the establishment of a system of SI-
traceable chemical measurement results. This application
could be extremely useful for the purity assessment of new
synthetic compounds (pharmaceuticals or peptides) where
certified standards are not available. For that purpose, we
need to resort to HPLC—oxidation—-MS with online isotope
dilution for the separation of the main compound and its
impurities. It is obvious that 100% aqueous mobile phases
will be mandatory, as any small amount of organic modifier
will result in an unacceptable carbon background, hamper-
ing a reliable detection of the analytes. Moreover, HPLC
separations using only water as the mobile phase are limited
to a narrow range of polar compounds (sugars, amino acids,
etc.). However, we can envisage that advances in methods,
stationary phases and instrumentation [23] will certainly
expand applications of this new promising concept and
technique to most of the known organic compounds,
independently of their volatility or thermal stability.

Of course, as mentioned in “Overview”, every post-
column isotope dilution approach only quantifies what
comes out from the column; therefore, any losses, incom-
plete recoveries or compound degradation occurring during
the chromatographic step will critically affect the quantita-
tive results obtained. Therefore, these issues must be taken
into account when applying the novel approach proposed in
this article if accurate results (traceable to the SI) are
sought. In this context and regarding the quantification of
organic compounds in the gas phase, special attention must
be paid to transfer of the compounds in the GC injector
because the recoveries from the column are quantitative if
no thermal degradation is taking place. Therefore, splitless,
temperature programmed or on-column injection modes are
preferred. With respect to the quantification of organic
compounds in the liquid phase, quantitative injection into
the LC system is ensured but recovery from the column for

85 ppm

62.5 ppm

KHP 43.1 ppm
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highly retained species cannot be quantitative. Therefore,
the LC approach should be preferably applied to small,
hydrophilic compounds (e.g. sugars, amino acids, small
peptides). It is interesting to note that species degradation
affecting the accuracy of the results in postcolumn isotope
dilution using ICP-MS detection usually involves the
breakage of the bond between the metal and the organic
moiety of the biomolecule owing to undesired interactions
occurring inside the column. Fortunately, this negative
effect will not take place in the case of small organic
molecules, as the quantification target is the organic moiety
and breakage of the C—C bonds is not likely to occur inside
standard LC columns. Of course, the generic character of
the approach makes it also very promising for the study of
degradation reactions during chromatographic separations
or for the fast quantitative screening of organic compounds
in complex samples with a certain level of uncertainty.
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Liquid Chromatography, Chemical Oxidation, and Online Carbon
Isotope Dilution Mass Spectrometry as a Universal Quantification
System for Nonvolatile Organic Compounds

Sergio Cueto Diaz, Jorge Ruiz Encinar,* Alfredo Sanz-Medel, and J. Ignacio Garcia Alonso*

Department of Physical and Analytical Chemistry, University of Oviedo, Julian Claveria 8, 33006 Oviedo, Spain

ABSTRACT: A procedure for the universal detection and
quantification of polar organic compounds separated by liquid
chromatography (LC) based on postcolumn carbon isotope
dilution mass spectrometry (IDMS) was developed. The
eluent from the LC column is mixed online with a continuous
flow of *C-enriched sodium bicarbonate, and the sodium
persulfate oxidation reaction in acidic media is employed to
achieve isotope equilibration. All carbon-containing com-
pounds eluting from the column are oxidized to '*CO, and
Bco,, respectively, and the carbon dioxide is separated from

the aqueous phase using a gas-permeable membrane. The gaseous carbon dioxide is then carried to the mass spectrometer for
isotope ratio measurements. Different water-soluble organic compounds were evaluated using a flow injection configuration to
assess the efficiency of the oxidation process. Most water-soluble organic compounds tested showed quantitative oxidation.
However, chemical structures involving conjugated C=N double bounds and guanidinium-like structures were found to be
resistant to the oxidation and were further studied. For this purpose, *C;-labeled creatine (with the isotopic label in the
guanidinium group) was employed as model compound. Specific conditions for the quantitative oxidation of these compounds
required lower flow rates and the addition of metallic catalysts. This novel approach was tested as a universal detection and
quantification system for LC. A simple standard mixture of four amino acids was separated under 100% aqueous conditions and
quantified without the need for specific standards with good accuracy and precision using potassium hydrogen phthalate as
internal standard. The main field of application of the developed method is for the purity assessment of organic standards with

direct traceability to the International System of Units (SI).

Rubber, plastics, fuel, pharmaceuticals, cosmetics, deter-
gents, coatings, dyestuffs, and agrochemical industries
depend on a number of currently existing organic compounds
and the continuous synthesis of new ones. Such number is huge
(more than 13.5 million characterized compouncls).1 In fact,
the continuously increasing size of virtual organic chemistry
space accessible using known synthetic organic routes is
estimated to be between 10%° and 10* compounds.” It is
therefore evident that it is virtually impossible to produce
analytical standards for the determination of all these
compounds in different samples. During the last 2 decades,
mass spectrometry, usually coupled to gas (GC/MS) or liquid
chromatography (LC), has established itself as the technique of
choice for the identification and determination of the absolute
or relative amounts of pure and mixed organic compounds.®
Unfortunately, the reliable quantification of these organic
molecules can only be performed when certified specific
standards for each analyte of interest exist.* It is well-known
that the purity assessment of solid organic standards is difficult
and time-consuming. Typically, the purity assessment of
organic calibrators can be carried out by two different
approaches. The indirect method involves the determination
of the mole or mass fraction of all the existing impurities in the
material using a number of different techniques (GC-FID, LC-

i I © 2012 American Chemical Society 1873
< ACS Publications

UV, Karl Fischer titration, ashing, ..).> The purity of the
principal component is calculated by difference to the total
mass. This is obviously a long and complex procedure and
restricted to very pure substances. On the other hand direct
methods involve the determination of the principal component
without considering the impurities. In this context, quantitative
proton NMR has become the “gold standard” for the traceable
purity assessment of organic compounds.® In this technique the
signal response is directly proportional to the number of nuclei
generating the corresponding resonance line. Thus, quantitative
results can be achieved using an internal standard of known
purity, with uncertainties below 1%. The main drawbacks are
the high cost of the instrument and the necessity of experienced
operators.® The final objective of these studies is to provide
purity values that are traceable to the International System of
Units (SI) without using standards of the quantity measured
(primary methods).®

The concept of online isotope dilution mass spectrometry
(IDMS) after a chromatographic separation was developed by
Heumann for trace element speciation.7 In this context, the
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continuous postcolumn addition of an enriched isotope of an
element, after the complete separation of the naturally
occurring species in the sample, allows quantification of
compounds for which standards are not available. This
postcolumn or online IDMS mode has been mostly applied
using the inductively coupled plasma (ICP) ion source, where
the ionization efficiency of the element is independent of the
chemical form in which the selected element is presented to the
ion source. Unfortunately, the use of ICP as ion source restricts
enormously its field of application as the extremely low
ionization yield of carbon in the plasma and the high carbon
background under normal ICP operating conditions seriously
hamper its use for the detection of organic molecules. Recently,
we introduced the concept of online carbon isotope dilution in
combination with GC—combustion—electron ionization-MS as
a generic quantitative approach for the determination of volatile
organic compounds without the need for specific calibration
standards.*® The combustion reaction warranted quantitative
conversion of every organic compound eluting from the GC
column into CO,, providing the required isotopic equilibrium
between the CO, from such compounds and that from the
isotopically enriched carbon tracer (**CO,) continuously
added, prior to their combined introduction to the MS.
However, this instrumentation could only be applied to volatile
organic species which could be separated by GC. Additional
developments for the determination of the huge number of
existing nonvolatile organic species, particularly for pharma-
ceutical and biological compounds, are still pending.

Herein we present the combination of the persulfate
oxidation reaction in the aqueous phase and online carbon
IDMS for the determination of nonvolatile organic compounds
after a liquid chromatography separation. The persulfate
oxidation reaction in acidic media and at high temperatures
(ca. 99 °C) is typically employed in compound-specific isotope
analysis by isotope ratio mass spectrometry (IRMS).10
Surprisingly, we have observed that, contrary to already
established and widely accepted beliefs,""'> very specific
conditions are required by different organic functional groups
in order to get quantitative chemical oxidation to CO, with the
existing commercial instruments. Our findings can also affect
other analytical scientific fields such as IRMS and total organic
carbon analysis (TOC) which employ the same oxidation
reaction. Under optimum conditions quantitative oxidation is
demonstrated for very different nonvolatile organic compounds
such as sugars, amino acids, metabolites, and pesticides, paving
the way for universal and quantitative online carbon IDMS in
the aqueous phase. The capabilities of this approach as a
generic quantitative detection system in LC has been assessed
with the analysis of a standard mixture of amino acids.

B EXPERIMENTAL SECTION

Reagents and Materials. Solid enriched NaHCO; (99%
13C enrichment) was obtained as a high-purity chemical reagent
(purity >98%) from Cambridge Isotope Laboratories (And-
over, MA, U.S.A.). High-purity (>99%) sodium persulfate and
solid phosphoric acid were purchased from Sigma-Aldrich
(Saint Louis, MO, U.S.A.). Sea water certified reference
material (CRM), certified in dissolved inorganic carbon, was
supplied by Andrew G. Dickson (Marine Physical Laboratory,
Scripps Institution of Oceanography, University of California,
San Diego, CA, U.S.A.). Sucrose and p-benzoquinone standards
(both 99.9% purity), guanidine hydrochloride (>99% purity),
and potassium hydrogen phthalate used as internal standard
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(99.98% purity) were obtained from Sigma-Aldrich. Individual
amino acids, citric acid, and creatine pure standards (with
certified purity ranging from 98% to 99.9%) were all purchased
from Fluka (Seelze, Germany). '*C,-Labeled creatine was
obtained for Cambridge Isotope Laboratories. Hexazinone pure
standard (99.9% certified purity) was supplied by Riedel-de
Haén (Seelze, Germany). Ultrapure water (18.2 MQ-cm) was
obtained with a Milli-Q system (Millipore, Bedford, MA).

Instrumentation. FIA System for the Measurement of
Dissolved Inorganic Carbon (DIC). The flow injection analysis
(FIA) system designed for this purpose consisted of an LC
pump for pumping the mobile phase (ultrapure water at a flow
of 300 yL/min) and a Rheodyne (Rohnert Park, CA, U.S.A.)
LC six-way valve for injecting the standards and samples. An
additional peristaltic pump was employed to dose a constant
flow of SO uL/min (calibrated by weight) for both the
phosphoric acid (0.1 M) and the "*C-enriched spike (100 ppm
as sodium bicarbonate). A Fissons (Thermo Scientific, Bremen,
Germany) MD 800 quadrupole mass spectrometer with
electron ionization source was used as detection system. To
separate the CO, from the aqueous flow and transfer it to the
mass spectrometer, a carbonate removal device CRD300
(Dionex, CA, US.A.) followed by an MD-050 Nafion gas
dryer (Permapure, NJ, U.S.A.) was placed prior the mass
spectrometer. The CO, present in the liquid phase is purged by
a helium counter current in the CRD300 and is subsequently
dried in the Nafion dryer under a counter current of nitrogen
prior its introduction to the mass spectrometer via an open
split. PEEK tubing (0.02 in. id.) and PEEK “T” connectors
were employed to connect the different components of the FIA
system.

LC—Chemical Oxidation—IRMS System. For the evaluation
of the wet-chemical oxidation method, a Thermo Scientific
(Bremen, Germany) LC—IRMS instrument consisting of an
Accela 600 pump, an LC—Isolink interface, and a Delta V
Advantage mass spectrometer was used. The LC pump was set
at 300 pL/min using Milli-Q water as mobile phase. The
oxidation interface was programmed as recommended by the
manufacturer: reagent pumps were set at 50 p#L/min each with
concentrations of 0.3 and 1.5 M for the sodium persulfate and
the phosphoric acid, respectively, and the reactor was set at a
temperature of 99.9 °C. The spike was introduced prior the
interface by means of a P-S00 high-precision pump (GE
Healthcare, Chalfont St. Giles, UK.) and a PEEK T-piece.

Procedures. Calibration of the NaH>CO; Flow Rate. An
accurate flow rate for the spike was achieved via a high-
precision pump (2 mL/h). To know the exact amount of the
spike mixed with the mobile phase that carries the analytes, a
series of five injections of a solution of known concentration of
a primary standard [potassium hydrogen phthalate (KHP) at
ca. 50 ppm], or sodium bicarbonate for the DIC measurements,
were injected prior to the samples, with typical relative standard
deviation (RSD) values around 1%. Sodium bicarbonate was
preferably employed instead of sodium carbonate as alkaline
Na,CO; solutions tend to exchange CO, from ambient air. For
the quantification of the amino acid mixture, a known amount
of KHP was added to the mixture prior the LC separation.

Quantification Using Postcolumn IDMS. The isotope ratio
2C/BC is measured as the signal ratio at masses 44/45
corresponding to the natural abundance '>CO, from the sample
and the enriched '*CO,, added online, respectively. Thus, the
signal intensities at these m/z ratios are monitored and the
isotope ratio between them is calculated to build the isotope

dx.doi.org/10.1021/ac3032542 | Anal. Chem. 2013, 85, 1873—-1879
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Figure 2. Schematic diagram of the instrumental setup used for the evaluation of the sodium persulfate reaction by carbon online isotope dilution.

ratio chromatogram. This isotope ratio is introduced into the
postcolumn isotope dilution equation® obtaining a mass flow
chromatogram whose integration provides directly the amount
of carbon eluted in each chromatographic peak.

LC Method for Amino Acid Separation. For the separation
of the amino acid standard mixture, a Sielc primesep A mixed
mode LC column (15 cm X 2.1 cm X § pm, Sielc Technologies,
Prospect Heights, IL, U.S.A.) was used with a sulfuric acid
gradient. The chromatographic method was adapted from the
originally developed by McCullagh et al."*> In our case mobile
phase A (100% water) was pumped for 2 min, and then a linear
gradient was established raising up to 100% B (0.2% v/v
H,S0,) in 10 min; 100% B was kept until the end of the
analysis. The total run time was 22 min. The flow rate was 300
pL/min, and the column temperature was set at 40 °C. A 10 uL
sample loop was used.

B RESULTS AND DISCUSSION

Initial Evaluation of the Procedure with Inorganic
Standards. The first step carried out was the evaluation of the
quantitative measurement procedure using inorganic carbonate
standards. For this purpose, a simple flow injection system was
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designed in which standard solutions of natural abundance
sodium bicarbonate were injected in a pure water carrier flow
and mixed with a continuous flow of *C-labeled sodium
bicarbonate. After mixing, a constant flow of phosphoric acid
was added to form carbon dioxide which was separated from
the aqueous phase using a gas-permeable membrane as
indicated in the Experimental Section. The gaseous carbon
dioxide was taken to an old MD-800 quadrupole mass
spectrometer for the measurements at masses 44 and 4S5 after
electron ionization. An example FIAgram obtained for a
quintuplicate injection of a seawater sample is shown in Figure
1 for masses 44 (transient signal) and 45 (constant signal). The
intensity chromatogram shown in Figure 1 was transformed to
a mass flow chromatogram using the online IDMS equation,s’9
and the peaks were integrated. Validation of the procedure was
performed by measuring a certified reference material
consisting of a seawater certified in DIC."* The result obtained
(24.19 £ 0.19 ppm C, n = 5) was in good agreement with the
certified value (24.16 ppm C), with a precision below 1% RSD.

Optimization and Validation of the Carbon Online
Isotope Dilution System. The next step was the evaluation
of the whole procedure including the chemical oxidation of

dx.doi.org/10.1021/ac3032542 | Anal. Chem. 2013, 85, 1873—1879

119



Resultados

Analytical Chemistry

18000

16000

14000

KHP

12000

10000

8000

Intensity, mV

6000

4000

2000

[TTATY L

0 500 1000 1500

2000

S

2500

1,4-benzoquinone

ML

4000

3000 3500 4500 5000

Time, s

Figure 3. Example of an online isotope dilution FIAgram for increasing concentrations of 1,4-benzoquinone.

organic compounds. In this case, we employed a commercially
available LC—oxidation—IRMS instrument modified to perform
online IDMS. The procedure was optimized initially in the flow
injection configuration (i.e., without a chromatographic
column). The flow injection system used for this purpose can
be seen in Figure 2. It consisted of an LC—Isolink interface
with an auxiliary pump for supplying the spike via a “T”
connection. After injection, constant flows of oxidation reagent
(sodium persulfate), phosphoric acid, and the *C-enriched
spike (sodium bicarbonate) were continuously added. The
mixture flow was then introduced into the heated reactor,
already set at a temperature of 99.9 °C, where the carbon atoms
present in the organic compounds were oxidized to CO,. After
cooling, the carbon dioxide formed was subsequently extracted
into a He gas stream by means of a gas-permeable membrane.
Such He flow, containing a mixture of natural abundance and
isotopically enriched CO,, was first dried through two Nafion
membranes and then taken into the electron ionization source
for carbon isotope ratio measurement. The isotope ratio at
masses 44/45 (*2CO," to *CO,*) was measured as a function
of time in order to build a mass flow FIAgram using the online
isotope dilution equation.*” Thus, the integration of the
obtained FIAgram provided directly the amount of carbon that
eluted in each peak. For traceability purposes the calibration of
the *C postcolumn mass flow was performed by injecting
either a natural abundance sodium carbonate primary standard
or KHP primary standard. It is worth stressing that either of
those standards can be used for the generic quantification of
any organic compound.

A range of aqueous-soluble organic standards of known
purity was first evaluated using the operating conditions
recommended by the manufacturer and detailed in the
Experimental Section. The completeness of the oxidation
reaction and the linearity were evaluated using both an easy
(sucrose) and a hard (benzoquinone) to oxidize compound.
These two compounds were selected as they are employed in
the U.S. EPA method 643 (TOC analysis) to prepare the

“system suitability” test solutions intended to evaluate the
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correct performance of a particular TOC analyzer. A typical
FIAgram obtained by this isotope dilution method is shown in
Figure 3 for increasing concentrations of benzoquinone. The
first five peaks at mass 44 correspond to the reagent blank, then
five peaks for the potassium hydrogen phthalate standard, five
blanks again, and then increasing concentrations of benzoqui-
none. The calibration resulted linear (R* = 1) in the whole
concentration range assayed, up to 85 ng of C injected. Similar
results were obtained for sucrose. The detection limit obtained
from three times the standard deviation of the intercept of the
calibration line was 1 ng C (10 uL injection). The overall
recoveries, obtained from the slopes of the calibration lines for
both sucrose and benzoquinone, were quantitative and are
shown in Table 1. Table 1 also shows that quantitative or nearly

Table 1. Quantification of Different Compounds by Carbon
Online Isotope Dilution Using the Standard Operating
Conditions

compd found [ugC/g] recovery [%]
1,4-benzoquinone 49.7 + 0.8 100 + 2
sucrose 431+ 06 100 = 1
citric acid 189 £ 0.5 100 + 3
cysteine 142 + 0.1 9 +1
methionine 45.1 + 04 100 + 1
lysine 245 + 03 96 £ 1
proline 262 £ 0.5 100 + 2

quantitative recoveries were obtained also for other pure
organic compounds including citric acid and the amino acids
methionine, cysteine, lysine, and proline injected at different
concentration levels. However, nonquantitative recoveries were
obtained for other organic compounds such as arginine (83% =+
3%), guanidine (36% =+ 2%), creatine (78% + 3%), hexazinone
(76% =+ 1%), adenine (41% =+ 1%), guanine (52% = 7%), and
uracil (53% =+ 1%). In those cases the nonquantitative recovery
was ascribed to an incomplete oxidation of the molecule to
CO,. This incomplete oxidation could only be detected using

dx.doi.org/10.1021/ac3032542 | Anal. Chem. 2013, 85, 1873—-1879
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Table 2. Guanidine and Creatine Recoveries under Different Oxidation Conditions

conditions carrier flow [uL min~'] acid flow [uL min~']
1 300 NY
2 240 40
3 180 30
4 120 20
S 60 10
6 60 20
7 60 30
8 40 7
9 40 10
10 40 20¢
11 40 10°
12 40 20°

9200 ppm Ag. "400 ppm Ag.

oxidant flow [uL min~']

guanidine recovery [%] creatine recovery [%]

NU 36+2 78+ 3
40 42+3 81 +1
30 3 +2 84 +1
20 65 +2 84 +2
10 78 £3 89 + 1
20 82 +6 91+3
30 88 +7 NB+1
7 88 +2 90 +2
10 99 + 4 94 +1
20 9+3 96 +2
10 101 + 1
20 98 + 1

the proposed approach as the calibration graphs obtained were
still completely linear (R* > 0.999) and reproducible. However,
the reasoning of using the linearity of the C signal to
demonstrate the completeness of the oxidation process is well-
established in IRMS.'”"" Results obtained here clearly
demonstrate that this approach can be wrong. Linearity of
the signal versus the amount of carbon injected does not
demonstrate quantitative oxidation. Interestingly, all the
compounds which were not completely oxidized presented
one or several carbon atoms bounded to two or three nitrogen
atoms or formed aromatic N-heterocycles. Particularly, the
carbon that belongs to the guanidinium group was suspected to
be the most difficult to oxidize in this particular case.
Interestingly, creatine (four C atoms) and hexazinone (12 C
atoms) contain one and three guanidinium-type C atoms,
respectively, which is consistent with the recoveries obtained
close to the 75% theoretical (if three out of each four carbon
atoms are oxidized). In addition, very poor recoveries were
obtained for the nitrogenous bases adenine, guanine, and uracil,
which supports the idea of poor oxidation of the carbon—
nitrogen bond. On the other hand, the recovery for urea was
quantitative (99.7% + 0.7%, n = 3) which supports the idea that
a double C—N bond or an aromatic N-heterocycle is required
to prevent the oxidation of the carbon to CO,. Surprisingly, the
increase of the concentration of the oxidant from 0.3 to 0.75 M
and the addition of transition metals as catalyzers to the acid
flow [Ag(1), Fe(Il), Fe(III), and Cu(II) at 200 ppm level] did
not result in any recovery improvement for creatine. On the
contrary, much higher background, signal noise, and RSD
between injections were observed.

In order to unveil this issue a '*C-labeled creatine standard,
labeled exclusively at the guanidinium carbon ("*C enrichment
= 99%), was employed. In this case, the *C-enriched sodium
bicarbonate was not added for the direct measurement of the
44/4S isotope ratio of the compound under different operation
conditions. Under the standard operating conditions, the value
obtained for the isotope ratio 44/45 was very high (120 £ 0.2,
n = §), differing largely from the theoretical isotope ratio
expected if quantitative oxidation of that labeled carbon was
achieved (ca. a ratio of 3). In fact, this isotope ratio value
obtained implied that only 22% of the guanidinium carbon was
oxidized to CO,, which matches fairly well with the
experimental recovery obtained before for the natural
abundance creatine (78% + 3%). Interestingly, poor yields
were also obtained 30 years ago from guanidine-like
compounds when searching for oxidizing methods for the
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determination of total dissolved nitrogen in waters.'> Hence,
further studies were focused on the optimization of the
chemical oxidation conditions.

First, the influence of the reaction time (kinetics) in the
oxidation yield (recovery) was studied by decreasing the overall
flow rates. For these experiments, natural abundance creatine
and guanidine were employed. The results obtained are shown
in Table 2 after decreasing the global flow from 400 to 80 uL/
min (conditions 1—5), while maintaining the ratio of flow rates
between the carrier and reagents constant. In this way, the
residence time in the reactor at 99.9 °C was increased S times
(approximately from 30 to 150 s). As can be observed in Table
2, the recoveries increased to 78% + 3% and 89% + 1% for
guanidine and creatine, respectively.

A second experiment was performed using '*C-enriched
creatine labeled in the guanidinium carbon. The isotope ratios
(44/45) observed for the labeled creatine under the different
conditions are shown in Figure 4. In this case the isotope ratio
diminished clearly with the reduction of the flow rate,

110 14
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Figure 4. Evolution of the 2c/Bc (measured as 44/45) isotope ratio
for C-labeled creatine and the recovery obtained for natural
abundance creatine under the different oxidation conditions given in
Table 2.
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Figure S. Mass flow chromatogram of a mixture of amino acids plus KHP as internal standard for quantification.

indicating an increase in the percentage of the guanidinium
carbon that was being oxidized. Increasing the flow rate of the
oxidation reagents or decreasing the flow rate down to 40 uL/
min (conditions 6—8 in Table 2 and Figure 4) led only to a
slight increase in the recoveries for guanidine and creatine and
relatively lower values for the isotope ratio 44/4S (4.1 % 0.1).
This last value corresponded with a 70% of oxidation of the
guanidinium carbon, which translated into a theoretical
recovery for creatine of 92%, which is again in very good
agreement with the experimental recovery for natural
abundance creatine found under these conditions (90% =+
2%, see Table 2). Similarly, the oxidation yield obtained for
guanidine notably increased at lower flow rates, from 36% =+ 2%
to 88% + 2% (condition 8 in Table 2). Although these
oxidation rates were already much higher than those obtained
under the manufacturer-recommended conditions (condition 1,
Table 2), they were still not quantitative, hampering the use of
this methodology for the quantification of any organic
compound in aqueous phase. Moreover, the oxidation of very
difficult compounds, such as adenine, was still very low (50% =+
1% and 52% + 4% for conditions 7 and 8, respectively). In
order to increase further the oxidation yield, Ag(I) was again
assayed as catalyst at two concentration levels under the new
conditions with longer residence time (conditions 9—12 in
Table 2 and Figure 4). At the low-concentration level (Table 2,
footnote a, 200 ppm Ag), guanidine oxidation was already
complete while creatine increased slightly to 96% =+ 2%. The
recoveries for other difficult compounds, such as arginine and
adenine, increased to 102% =+ 1% and 93% =+ 2%, respectively.
Finally, at the higher concentration level (Table 2, footnote b,
400 ppm Ag, conditions 11 and 12), creatine and adenine
recoveries obtained were quantitative, 99% + 1% and 98% =+
1%, respectively. Complete oxidation of creatine was strongly
corroborated by the carbon isotope ratio measured for the
labeled compound under these conditions, 3.02 + 0.02 (Figure
4), which matched the expected value.

Carbon Online Isotope Dilution as a Quantitative
Detection System in LC. Finally, the potential of this isotope
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dilution approach as a quantification system in liquid
chromatography without the need for specific standards was
evaluated. The use of 100% aqueous mobile phases is
mandatory to eliminate carbon background signal as the
chemical oxidation reaction is not selective. It is obvious that
this issue narrows down the range of analyzable compounds to,
in general, low molecular weight polar compounds that can be
separated either by reversed-phase or ion-exchange chromatog-
raphy. Although this is a considerable limitation there are still a
high number of compounds of interest such as metabolites,
pesticides, or drugs for which traceable standards do not exist
and for which our method could offer a useful alternative.
Additionally, the development of new “green” chromatographic
columns may expand the range of applications to nonpolar
compounds. For this purpose a mixture of the four certified
amino acids previously quantified by FIA, cysteine, proline,
methionine, and lysine, containing 47 ppm (as carbon) of each
compound was prepared. The same amount of KHP was added
to the mixture as internal standard for quantification. An
example of the chromatogram obtained after the separation
using the method previously described is shown in Figure S.
Baseline resolution for all the compounds was obtained within a
20 min run. Table 3 shows the recovery values obtained for n =
3 independent measurements. As can be seen recoveries ranged
from 96% + 2% to 102% + 2% demonstrating the potential of
this postcolumn isotope dilution strategy for the quantification
of water-soluble organic compounds separated by LC using a
single generic organic standard, providing that quantitative
oxidation to CO, is achieved. This application could be

Table 3. Quantification of an Amino Acid Mixture by LC—
Oxidation—IDMS

compd found [ugC/g] recovery [%]
cysteine 47+ 1 9 x2
methionine 49 + 1 102 + 2
proline 46.8 + 0.4 98 + 1
lysine 45+ 1 96 +2

dx.doi.org/10.1021/ac3032542 | Anal. Chem. 2013, 85, 1873—-1879
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extremely useful for the direct purity assessment of new
synthetic compounds (i.e., pharmaceutical or peptides) where
certified standards are not available.

Bl CONCLUSIONS

In summary, we present a novel setup for the quantification of
organic compounds in liquid phase without the need for
specific standards. The method is based on the concept of
online carbon isotope dilution mass spectrometry.” The
potential analytical applicability of the approach described is
very wide. The main application field could be the purity
assessment of organic calibrators, as required for the establish-
ment of traceable calibration solutions or direct assay standards.
Traditionally, organic purity is determined using LC or GC and
subsequent correction for the key purity parameters (water
content, inorganic residue, and residual solvents) using
additional techniques. However, LC and GC are not directly
traceable to the SI unless a pure CRM of the analyte is
available. The presented method allows the direct determi-
nation of the mass fraction of the analytes using a primary
standard such as KHP as a generic quantification standard
during an LC separation. The main advantages in comparison
to the established approaches for purity assessment are
simplicity, applicability to low-purity samples, easy coupling
with chromatographic techniques, and affordable instrumenta-
tion.

Further instrumental developments are required to increase
the kinetics of the oxidation reaction and avoid peak
broadening in LC applications. Absolute quantifications and
carbon-specific isotope ratio measurements performed have
proven unequivocally that compounds containing guanidine-
like carbons or aromatic N-heterocycles are hardly oxidized
under the standard recommended conditions, although they
show excellent linearity between signals obtained and
increasing concentrations. Importantly, this finding could be
of interest to different scientific fields, such as LC—IRMS or
(online) DOC—TOC analysis.
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D.3. APLICACION DEL METODO LC-oxidacién-MS Y DILUCION
ISOTOPICA EN LINEA DE C A LA CERTIFICACION DE LA
PUREZA DE SUSTANCIAS ORGANICAS PURAS

D.3.1 Validacion de la metodologia para la certificacion de la pureza de sustancias
organicas polares de baja complejidad estrutural: participacion en el estudio piloto
p117¢ organizado por el BIPM

D.3.1.1 Resumen de resultados del ejercicio de intercomparacion p117c¢

125






Resultados

Initial summary of results for CCQM-K55.¢/P117c. Circulated to study participants 19/10/2012.

Initial Result Summary for Participants: October 2012
CCQM-K55.c/ CCQM-P117.c (L-(+)-Valine)

Project Name: CCQM-K?55.¢c (L-Valine) & Parallel Pilot Study CCQM-P117.c
Comparison: Characterization of Organic Substances for Chemical Purity
Initial Study: 5/2012 to 9/2012
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Mendeleyev Scientific and Research Institute for Metrology (VNIIM)
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Korea Research Institute of Standards and Science (KRISS)
Daejeon, South Korea

National Institute of Metrology (Thailand) (NIMT)
Bangkok, Thailand

National Metrology Institute of Turkey (UME)
Gebze-Kocaeli, Turkey

LGC Limited (LGC)
Teddington, United Kingdom

National Institute of Standards and Technology (NIST)
Gaithersburg, MD, USA

Participants in CCQM-K?55.c

European Directorate for the Quality of Medicine (EDQM)
Strasbourg, France

General State Chemical Laboratory (EXHM)
Athens, Greece

Department of Physical and Analytical Chemistry, University of Oviedo (UO)
Oviedo, Spain

Thailand Institute of Scientific and Technological Research (TISTR)
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British Pharmacopoeia Commission Laboratory (BP)
Teddington, United Kingdom

Introduction

The CCQM-K55 comparison is being undertaken by the CCQM Organic Analysis Working
Group (OAWG) for National Measurement Institutes (NMIs) and Designated Institutes (DIs)
which provide measurement services in organic analysis under the CIPM MRA.

The ability to undertake suitable purity assessment on materials that are to be provided as pure
substance or calibration solution reference materials or are used as the internal primary
calibrators of measurement services is considered a core competency for the provision of SI-
traceable measurement services in organic analysis. All NMls with ongoing programs in this area
were encouraged to participate in the comparison. It is being undertaken to allow NMls and Dls
to provide objective evidence that the procedure(s) they use for purity assessment, and the
property value with its associated uncertainty that is assigned as a result of application of their
procedure, are suitable for their intended purpose. The application of the pure material could be
for dissemination to external users as pure substance or standard solution Certified Reference
Materials or it could be characterized for internal use as the primary calibrator of a reference
measurement procedure.

CCQM-K55.c & CCQM-P117.c Results Summary October 2012
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“How Far The Light Shines” Statement for CCQM-K55.c (L-Valine)

The comparison is intended to demonstrate a laboratory’s performance in determining the mass
fraction of the main component in a high purity organic material. The measurement results
should be indicative of the performance of a laboratory’s measurement capability for the purity
assignment of organic compounds of low structural complexity and high polarity ( pKow in range
-2 to 2) for which related structure impurities can be quantified directly by high performance
liquid chromatography.

Valine was selected as the measurand for the third round of the comparison because it:

e provides an analytical challenge representative of a laboratory’s capability for the purity
assignment of compounds of low to moderate structural complexity and high polarity;

e isan amino acid representative of a number of Calibration and Measurement Capability
(CMC) claims currently found in or in development for inclusion in either Appendix C
of the BIPM Key Comparison Database or the JCTLM Database of Higher Order
Reference Materials;

¢ is an important measurand for the quantification of parent peptides and proteins via
hydrolysis to their constituent amino acids. The availability of properly characterized
high purity amino acid standards will play a critical role in underpinning the traceability
of peptide and protein quantifications that rely on this approach;

e is safe and stable for transport and readily available in an amount to allow the
preparation of a relatively large batch of the comparison sample.

The structure of L-(+)-valine (1) is shown below.

(1)
The structure of related amino acids referred to in this report are given in Annex A.
L-valine is a white crystalline powder with a decomposition point of 296 °C. It has moderate
solubility in water but is highly soluble in acidified or basified aqueous solution. It is also
moderately soluble in alcohols and polar organic solvents and generally insoluble in non-polar
solvents. CMC claims for the measurement of L-valine, disseminated as a component of a
standard solution CRM, are listed in the BIPM Key Comparison Database (KCDB) Appendix C.
Recently claims for both valine as a pure substance and as a component of a standard have been
added to the JCTLM Database of Higher Order Reference Materials.

SOURCE MATERIAL

The comparison material for the CCQM-K55.c comparison and the parallel pilot study CCQM-
P117.c was a sample of analytical grade valine purchased from a commercial supplier. The
material was supplied as a white crystalline solid and was not subject to further purification. The
analysis certificate provided with the material describes its purity as “ > 99.5% (NT)”.

This material was subdivided into a batch of 175 individual units given the BIPM identifier
OGP.015. Each unit of BIPM OGP.015 contained 500 mg of the L-valine material ina 5 ml
amber glass vial fitted with a rubber insert and crimped with an aluminium cap.

CCQM-K55.c & CCQM-P117.c Results Summary October 2012
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129



Resultados

The impurity profile of the batch of sub-divided candidate material vials was determined at the
BIPM, including assessment of the homogeneity and stability of the various components.

The mass fraction content of valine in the comparison material was assessed by the BIPM to be
in excess of 990 mg/g and the homogeneity and stability of the valine and the associated
impurity components were determined as being suitable for the purposes of the comparison.

A summary of the results for valine content and for characterization of the material’s impurity
profile reported by the comparison participants are contained in this report.

Participation

Eighteen NMIs or Dls, the IRMM and the BIPM participated in the CCQM-K55.c comparison,
making twenty participants in total.

Six additional laboratories requested to participate in the parallel CCQM-P117.c pilot
comparison of which five submitted results. Four participants in CCQM-K55.c and one from
CCQM-P117.c also submitted estimates for valine based solely on gNMR data, in addition to
separate submissions using a mass balance approach. These independent gNMR estimates were
all reported under CCQM-P117.c. As a result there are ten results in total reported for CCQM-
P117.c. The results obtained by the laboratories participating in CCQM-P117.c are reported
anonymously in this summary.

Sample distribution

A minimum of two units of the study sample, each containing a minimum of 500 mg of material,
were distributed to each participant. Participants undertaking both an extensive gNMR analysis
and a mass balance purity assignment were provided an additional unit on request.

Recipients were asked to confirm on receipt that a monitoring strip inside the shipping container
had not registered a temperature in excess of 37 °C during the transport process. These indicated
that the units supplied to China (NIM) were exposed to temperatures during transport in excess
of 50 °C on two separate occasions. A sample set was shipped to NIM at the third attempt
without exposure to excessive temperatures by trans-shipment via the GLHK. The assistance of
GLHK in facilitating this delivery to NIM is gratefully acknowledged.

There was an extended delay obtaining Customs clearance for delivery of the samples intended
for the CCQM-P117.c study to INTI (Argentina). Otherwise no particular shipping difficulties
were encountered.

Quantities and Units

Participants were required to report the mass fraction of valine, the major component of the
comparison sample, in one of the units supplied to them.
In addition all participants who used a mass balance (summation of impurities) procedure to
assign valine content were required to report the combined mass fraction assignment and
associated uncertainty for each of the following sub-classes of impurity:

i. total related structure organic substances

ii. water

iii. residual organic solvent

iv. total non-volatiles/inorganics
Assessment of the enantiomeric purity of the material was not required, but nevertheless several
participants did investigate the amount of D-valine in the sample.
The measurement units for reporting the mass fraction content of valine were mg/g.

Participants were encouraged to also provide where possible mass fraction estimates for the
minor impurity components of the comparison sample.

CCQM-K55.c & CCQM-P117.c Results Summary October 2012
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Reported Mass Fraction Content of Valine in CCQM-K55.c

The estimates reported for the content by the comparison participants of CCQM-K55.c¢ and the
(unidentified) participants in the parallel pilot study CCQM-P117.c are given in Table 1 and a
summary plot is shown in Figure 1. Throughout the report results are plotted with their
associated standard uncertainty (k = 1). In all figures the data reported by participants in CCQM-
K55.c are shown in blue and those of participants in CCQM-P117.c in red.

Methods used to assign purity for the comparison result included mass balance, qNMR, titration and
combinations of data obtained using two or more of these approaches.

Impurity Profile of CCQM-K55.c

All participants in CCQM-K55.c using a mass balance procedure were required to give estimates
for the mass fraction of the sub-classes of impurities they quantified and combined to obtain their
final valine mass fraction estimate.

i. Related structure impurity content

The related structure impurities reported by two or more participants are shown, with their
associated numbering, in Annex A. The major compounds identified by participants as present
at levels greater than 0.1 mg/g in CCQM-K55.c were, in order of decreasing mass fraction
content: alanine (2), leucine (3), isoleucine (4), aminobutyric acid (5), acetic acid and methionine
(6). Information on the related structure impurity content was also provided by some participants
using a qNMR approach to assign the valine content.

An LC-CAD chromatogram obtained by NIM that is representative of LC chromatograms of
underivatised samples of the CCQM-K55.¢ material when analysed using a reverse phase LC
column, showing the relative retention time of each of the main related structure impurities, is
shown in Figure 2.

A number of participants also used approaches such as LC-FD or LC-UV after derivatisation
(orthophthaladehyde (OPA) or fluorescein), or GC-MS after derivatisation with silylating
reagents . The relative elution profiles and assignment of the components obtained using these
approaches were in general very similar in appearance to those shown in Figure 2, though the
derivatisation approaches included “noisier” baselines and artefact peaks from the reagents.
The majority of participants reported and identified alanine (2), leucine (3) and isoleucine (4) as
the major related structure impurities in the comparison material. The presence of an additional
impurity was reported by eleven participants, six identifying it as either y-aminobutyric acid (5)
or a-aminobutyric acid while five participants reported it as an unidentified component.

The estimates reported for total related structure impurities by the comparison participants of
CCQM-K55.c and CCQM-P117.c are plotted in Figure 3 and listed in Table 2.

A summary of the identity and mass content estimates reported for the individual impurities in
the comparison sample is given in Table 3. The individual components are listed in Table 3 in
decreasing order of the mean of their reported mass fraction.

Although it was not a requirement for the study, three participants in addition to the coordinating
laboratory investigated the enantiomeric purity of the material. Two participants found, as
claimed by the coordinating lab, no evidence for the presence of D-Valine in the comparison
material. However one participant did report a significant amount (18.5 mg/g). A summary of the
different chiral analysis methods and the conclusion of each participant as to the amount of
D-valine in the comparison sample is given in Table 4.

CCQM-K55.c & CCQM-P117.c Results Summary October 2012
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ii. Water content

The estimates reported for water content obtained by the study participants are plotted in Figure
4 and are listed in Table 5.

The majority of participants used coulometric Karl Fischer titration to obtain a water content
estimate. Although the majority of results indicated the absence of a significant level of water in
the material there were several results appreciably in excess of the median value of 0.5 mg/g.

iii. Residual organic solvent/volatile organics content

The presence of trace levels of diethyl ether, 2-methylpropanal and methanol were reported by
individual participants but no significant levels of residual solvent were found. One participant
reported the presence of acetic acid at the level of 1 mg/g under this category. All other
participants who reported acetic acid included it under the related structure impurity category.

The results obtained for residual solvent content are plotted in Figure 5 and listed in Table 6.
iv. Non-volatiles/inorganics content

The estimates reported for combined non volatile organic and inorganics content are plotted in
Figure 6 and listed in Table 7. The majority of participants found either very low combined
levels of inorganic/non-volatile material in the sample or established that if present it was below
the combined LODs of their various methods. Three participants reported levels above 1 mg/g,
the highest amount being 2.8 mg with an associated uncertainty of 1.16 mg/g.

gNMR estimates of valine content

The majority of participants in the comparison used a gNMR study in one form or another in
their assessment of the material.
gNMR was used:
e as astand-alone, “direct” method to assign the valine mass fraction content
e to provide an independent estimate of valine content that was combined with other
assignment methods (mass balance, titration, etc)
e to obtain supporting data for a mass balance assignment.

Four NMIs which assigned a valine content by mass balance methods as their value for
CCQM-K?55.c obtained independent estimates by gNMR which they submitted within the
CCQM-P117.c. For the direct assignment of valine content by gNMR the signal due to either the
alpha or beta hydrogen of valine, or both, were used as the basis for quantification.

The gNMR results for valine reported by each participant are shown in Figure 7. In contrast to
the good agreement of the independent gNMR assignments for aldrin obtained in the
CCQM-K55.b comparison, the assigned values reported for valine by gNMR ranged from 981 to
996 mg/g, with standard uncertainties generally in the range 1 to 3 mg/g.

A summary of the results, solvent, quantification standards and final use of data by each
participant undertaking gNMR is provided in Table 8.

CCQM-K55.c & CCQM-P117.c Results Summary October 2012
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Participant Valine |Standard Coverage |Expanded
(mg/g) |uncertainty (mg/qg) factor Uncertainty (mg/g)
CCQM-K55.¢c
UME 979.2 1.84 2 3.67
INMETRO 984.9 0.85 1.96 1.7
NMIA 985 2 2.03 4
NRC 987 34 2 6.8
NMISA 988.9 3.3 2 6.7
NIST 990.0 0.9 2 1.8
CENAM 990.095 56.38 2 112.76
VNIIM 990.47 0.18 2 0.36
IRMM 990.9 0.6 2 1.3
NIM 990.9 114 2 2.28
BAM 991.22 0.16 2 0.31
KRISS 992 0.34 2.78 0.94
HSA 992.1 1.6 2 3.2
NMIJ 992.6 0.51 2 1.1
LGC 992.7 2.3 2.09 4.8
GLHK 992.9 2.50 2 5.0
LNE 992.95 0.85 2 1.7
SIRIM 993.0 1.5 2 3.0
BIPM 993.2 +0.18,-0.70 2 +0.36, - 1.40
NIMT 994.25 0.46 2 0.92
CCQM-P117.c
Lab 1 983.0 1.3 2 2.6
Lab 2 987.7 4.8 2 9.6
Lab 3 990.27 1.81 2 3.62
Lab 4 991.4 4.2 2 8.4
Lab 5 992.0 0.425 3.182 1.4
Lab 6 992.0 2.2 2 4.4
Lab 7 992.5 0.3 2 0.6
Lab 8 992.5 4.3 2 8.6
Lab 9 993.1 2.8 2.78 7.8
Lab 10 1048 47.95 2 95.91

Table 1 : Valine mass fraction estimates for CCQM-K55.c & CCQM-P117.c

CCQM-K55.c & CCQM-P117.c Results Summary October 2012
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Figure 1 Valine content by participants in CCQM-K55.c and CCQM-P117.c
(with associated standard uncertainties, k = 1)

CCQM-K55.¢c & CCQM-P117.c Results Summary October 2012
Page 8 of 18

134



PATEREn | Cacture (mgigy | e M9/9) | “hactar” | Vs (mofg)
CCQM-K55.c
NIMT 5 46 0.14 2 0.28
IRMM 5.99 * 0.17 2 0.33
LNE 6.58 0.11 2 0.21
BIPM 6.80 +0.61, -0.18 2 +1.22/-0.36
GLHK 6.97 2.07 2 4.15
LGC 7.12 2 2 4
HSA 7.16 0.09 2 0.18
NMIJ 7.582 0.338 2 0.676
VNIMM ol 017 > 0.34
NMISA 7.67 0.93 2 1.86
NIM 7.97 0.52 2 1.04
NIST 8.0 05 2 1.0
KRISS 8.02 0.057 4.3 0.25
BAM 9.13 0.14 2 0.28
CENAM 968 047 > 0.94
INMETRO 13.81 0.45 1.97 0.89
UME 20.31 0.133 2 0.265
CCQM-P117.c
Lab 7 6.3 0.22 2 0.44
Lab 5 7.00 0.3 3.18 1
Lab 4 8.40 4.2 2 8.4

Resultados

Table 2 — Estimates of total related structure impurities for CCQM-K55.c/CCQM-P117.c

* IRMM value does not include acetic acid (1 mg/g), reported by IRMM
under the residual solvent category. Other participants reported acetic acid as
a component of their combined related structure impurity estimate
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Figure 2 LC-CAD chromatogram for underivatised CCQM-K55.¢c comparison sample
(reproduced with permission from NIM report for CCQM-K55.¢)
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Figure 3 Total related structure impurity estimates by participants in CCQM-K55.c and
CCQM-P117.c (with associated standard uncertainties, k = 1)
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Compound K55¢ participants | K55.c Participants| Mean Std. dev
reporting quantifying (mg/g) (mg/g)

Alanine 18 17 2.54 0.34
Leucine 18 17 2.06 0.67
Isoleucine 18 17 1.79 0.32
Acetic acid 6 3 0.65 0.33
Aminobutyric acid 11° 6 0.35 0.06
Methionine 4 4 0.05 0.03

Table 3 — Estimates of individual related substance impurities in CCQM-K55.c
(@) Includes unidentified peaks reported at the corresponding retention time.

Participant Enantiomeric assay method D-Valine
(mg/g)

BIPM Conversion to N-alkoxycarbonyl ester derivative <LOD
followed by GC-FID on Chirasil column

INMETRO Reaction with L-FDAA (Marfey’s reagent) 18.6
followed by LC-MS

NIM LC-MS using Astec Chirobiotic column <LOD

NIST NMR in presence of chiral resolving agent <LOD

Table 4 — Estimates of D-Valine content in CCQM-K55.c
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138

Participant Water (mg/g) u. (mg/g) | Coverage factor | Ugse, (MQ/g)
CCQM-K55.¢

BIPM 0 +0.14/-0.00 |2 +0.28/-0
KRISS 0 0.28 4.3 1.2

BAM 0.06 0.02 2 0.03

NMIJ 0.062 0.020 2 0.040

LGC 0.15 0.06 4.303 0.27
GLHK 0.12 0.03 2 0.05

LNE 0.069 0.019 2 0.038

NIST 0.16 0.04 2 0.08

INMETRO <02 +0/-0.058 |2 +0/-0.11

CENAM 0.222 0.0016 2 0.0032

NIM 0.27 0.025 2 0.05

NIMT 0.28 0.20 2 0.40

UME 0.35 0.0192 2 0.049
NMISA 0.64 0.11 2 0.21

HSA 072 0.09 2 0.18
VNIIM 184 0.04 2 0.08
IRMM 2 47 0.37 2 0.74

NRC 765 0.57 2 1.14

CCQM-P117.c

Lab 4 <0.6 - - -

Lab 5 1 0.3 3.18 1.0

Lab 7 1.2 0.23 2 0.46

Table 5 — Estimates of water content for CCQM-K55.c/CCQM-P117.c

CCQM-K55.c & CCQM-P117.c Results Summary October 2012
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Participant Residual Coverage
Solvent (mg/g) uc (mg/g) factor Uogss (MQ/Q)
CCQM-K55¢
BIPM 0 +0.1/-0.00 2 +0.02/-0
KRISS 0 0.02 1.96 0.04
LGC 0 1.1 2 22
GLHK 0 1 2 2
LNE 0 0.82 2 16
NMISA 0 0.75 2 1.50
NMIJ 0.0017 0.0007 2 0.002
NIMT 0.01 0.30 2 0.60
NIM 0.021 0.011 2 0.022
VNIIM <0.02 : i -
BAM <0.1 - - -
NIST 0.16 0.03 2 0.06
IRMM 1.0* 05 2 1.1
HSA <> ] ] ]
CCQM-P117c
Lab 5 0 0
Lab 4 0.01 0.001 2 0.002
Lab 7 <0.1 - - -

Table 6 — Estimates of residual solvent content for CCQM-K55.c/CCQM-P117.c

* Acetic acid. All other participants quantifying acetic acid reported it as a
component of their related structure impurity value
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Figure 4 Water estimates by participants in CCQM-K55.c and
CCQM-P117.c (with associated uncertainties, k = 1)
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Figure 5 Residual solvent estimates by participants in CCQM-K55.c and
CCQM-P117.c (with associated standard uncertainties, k = 1)

(Please see note to Table 6 regarding the IRMM value)
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Participant | Non-volatiles Coverage
(malg) uc (mg/g) factor Ussy: (MQ/9)
CCQM-K55¢
BIPM 0 +0.28/-0.00 2 +0.56/-0
GLHK 0 1 2 2
KRISS 0 0.19 1.96 0.37
LGC 0 0.28 2 0.56
NMIJ 0 0.18 2 0.36
CENAM 0.00253 0.00007 2 0.00014
VNIIM 0.083 0.02 2 0.04
IRMM 0.12 0.12 2 0.24
NIM 0.19 0.09 2 0.18
NIST 0.37 0.12 2 0.24
LNE 0.40 0.10 2 0.20
BAM 05 0.1 2 0.2
NIMT <0.5 ' i} '
INMETRO 1.3 0.72 1.96 14
NMIA <2 } - )
UME 205 0.0009 2 0.002
NMISA 2.8 1.16 2 2.32
HSA <5 - - -
CCQM-P117.c
Lab 5 <0.1 - - -
Lab 7 <0.1 - - -
Lab 4 0.21 0.11 2 0.22

Table 7 — Estimates of non-volatiles content for CCQM-K55.c/CCQM-P117.c
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Figure 6 Non-volatile / inorganics estimates by participants in CCQM-K55.c and
CCQM-P117.c (with associated standard uncertainties, k = 1)
(NMIA reported < LOD of 2 mg ; HSA reported below LOD of 5 mg)
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Figure 7 gNMR values for Valine (with associated standard uncertainties, k = 1)
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Quantification

Valine (mg/qg)

Role in Valine

Participant Solvent(s) Standard by gNMR assignment
Contributes to
UME D,O Benzoic acid 981.05 (u=1.15) K55.c; combined
with other data
. . _ Value reported for
P117.cLab 1 D,O Benzoic acid 983.0 (u=1.3) CCOM-P117.c
NMIA D,0 Dimethyl sulfone 985 (u= 2.03) Vaggéi/‘l’ﬂé‘;dcfm
D,O KHP (internal) _ Value reported for
NRC CD;0D Benzoic acid (external) 987.0 (u=3.4) CCQM-K55.c
INMETRO D,0 Maleic acid 987.2 (u=3.8) | Supporting data,
information only
. . _ Value reported for
P117.c Lab 2 D,O KHP / maleic acid 987.7 (u=4.8) CCOM-P117.c
NIST D,0 KHP 990.0 (u=0.9) Vaggéﬁ’ﬂ;%dcfor
- _ Value reported for
P117.c Lab 3 D,O Creatinine / KHP 990.27 (u=1.81) CCOM-P117.c
Contributes to
IRMM CD;0D/D,0 Benzoic acid 991.3 (u=0.54) K55.c; combined
with other data
Contributes to
BAM CD;0D/D,0 Benzoic acid 991.72 (u=0.27) K55.c; combined
with other data
. . Value reported for
P117.cLab 6 D,O Maleic acid 992.0 (2.2) CCOM-P117.c
SIRIM CD,0D/D,0 Benzoic acid 993.0 (u=1.5) Vaggé‘;ﬁ’_ﬂ;%dcfor
. . _ Value reported for
P117.cLab9 D,0O/D+ Benzoic acid 993.1 (u=2.8) CCOM-P117.c
Contributes to
NMIJ D,0/0OD- KHP 993.78 (u=1.82) K55.c; combined
with other data
D,0/OD-, Potassium hydrogen Supporting data,
BIPM D,0/D+ malea%/e 9 994 (U=2.7) | information only
Supporting data,
P117.cLab5 - - 996.2 ((u=3.1)

information only

Table 8 — gNMR estimates for valine and conditions
(KHP = Potassium hydrogen phthalate)
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Annex A — Related Structures impurities reported in CCQM-K55.c

COOH

L-Alanine (2)

L-Leucine (3)

L-Isoleucine (4)

Aminobutyric acid (5)

o] L-Methionine (6)
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ABSTRACT

We present a novel method for the purity assessment of peptide standards which is
applicable to any water soluble peptide and directly traceable to the International
System of units (SI). The method is based on the online "*C isotope dilution approach in
which the peptide is separated from its related impurities by Liquid Chromatography
(LC) and the eluent is mixed post-column with a continuous flow of “*C-enriched
sodium bicarbonate. An online oxidation step using sodium persulfate in acidic media at
99°C provides quantitative oxidation to '2CO, and *CO, respectively which is extracted
to a gaseous phase with the help of a gas permeable membrane. The measurement of the
isotope ratio 44/45 in the mass spectrometer allows the construction of the mass flow
chromatogram. As the only species that is finally measured in the mass spectrometer is
CO,, the peptide content in the standard can be quantified, on the base of its carbon
content, using a generic primary standard such as potassium hydrogen phthalate. The
approach was validated by the analysis of a reference material (NIST 8327), and applied
to the quantification of two commercial peptide standards. In that case, the results
obtained were compared with those obtained using alternative methods, such as amino
acid analysis and ICP-MS. The results obtained proved the value of the method for the

fast, accurate and precise mass purity assignment of synthetic peptide standards.

INTRODUCTION

The field of MS-based quantitative proteomics has growth enormously in the last
years."* Protein quantitative analyses, performed in fields such as clinical chemistry or

pharmacology, are mainly based on the hydrolisis of the proteins by enzymatic
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digestion (e.g. trypsin) and the determination of “proteotypic” peptides by LC-MS/MS.
It is clear that, for the development of accurate and reliable methods for protein
quantification, there is a real need for SI-traceable peptide standards. Unfortunately, the
production of high purity peptide standards, with known degrees of hydration and
absence of other impurities such as salts, is not easy and in most cases not possible. As a
result, peptide standards need to be certified for purity. Traditionally, peptide purity is
established by LC with UV detection but the difference between the LC % purity and
the mass % purity for a peptide standard can be as large as 20-30%."*! Therefore, the
simply gravimetric preparation of a synthetic peptide standard solution is not reliable
when a good accuracy is sought.'*? In such cases, the mass fraction of the peptide
(peptide content %) is usually carried out through the combination of the peptide
concentration determined by amino acid analysis (AAA) and the percent purity obtained
by alternative techniques such as CE/LC-UV or MALDL'*® In the search for greater
accuracy and precision, the latest AAA procedures involve chemical hydrolysis of the
peptides in 6M HCI followed by quantification of the released amino acids by LC or GC
in combination with IDMS using labeled analogs. The traceability of this method is
achieved through amino acid standard reference materials that are commercially
available."** This method has allowed the traceable quantification of various peptide
and protein standards with combined expanded uncertainties between 2 and 6%, being
the uncertainty associated to the purity of the amino acid standards used the main
contribution."”**"*”  Although under carefully controlled conditions this procedure
provides very good results in terms of accuracy and precision, it is a long, expensive
and a labor intensive methodology. The acid hydrolysis is a critical step that requires

extensive evaluation in order to avoid or correct for amino acid degradation. Last but
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not least, purity assessment carried out by chromatographic (CE, LC) or MS (MALDI)
methods, assumes identical instrumental response for the peptide of interest and its
related impurities, which brings more uncertainty to the final quantitation. It seems clear
that the development of direct and faster methods for peptide purity assessment is
required.

In this regard some attempts have been made using elemental ion sources, specifically
the inductively-coupled plasma source with mass spectrometry (ICP-MS). This ion
source represents an alternative platform for the quantitative analysis of peptides and
proteins as its signal is proportional to the amount of the heteroatom measured,
independently of its chemical environment, and thus, allowing the use of a single
generic standard to calibrate the instrumental response.'*® The main disadvantage of the
technique lies on the necessity of an ICP-detectable element (other than C, N, H, O) in
the structure of the molecule to be measured. In the best case, peptides with cysteine of

139,140
| R

methionine can be directly measured following the S signa Alternatively,

142,143 can also

phosphopeptides'*! or element-labeled peptides using chemical reactions
be used. In this line, the determination of bradykinin by europium labeling and post-
column IDMS has been recently reported.'* On the other hand, LC coupled with
chemiluminescent nitrogen detection (CLND), has been also evaluated for peptide
content determination of crude synthetic peptides.'* The response of this detection
system is directly proportional to the amount of nitrogen and theoretically, can provide
quantitative information without the use of individual analytical standards. Nonetheless

the use of this detector is not widespread, possibly due to its instrumental complexity

and lack of robustness.'*°
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Recently we described a quantitative detection system for water soluble organic
compounds based on post-column isotope dilution, using *C enriched sodium
bicarbonate, followed by online chemical oxidation.'*” Providing that quantitative
oxidation is achieved, the only species finally measured is CO,, and thus, the mass
purity of a compound can be computed just by comparison with a generic standard, as
the analytical response for both, the analyte and the internal standard will be
proportional to the number of carbon atoms present in each molecule. The approach was
validated with different low-MW organic standards (sugars, amino acids, drugs) and its
compound independent response was demonstrated. Traceability was ensured by
referring the quantitation to a certified primary organic standard (potassium hydrogen
phthalate, KHP). Herein we extend the application of this new concept to the purity
assessment of peptide standards. Two different approaches are described depending if
the peptide can be eluted under 100% aqueous conditions or not. In this latter case a
previous purification step by semi-preparative scale LC is proposed. The results are

validated using reference materials and by comparison with alternative methods.
EXPERIMENTAL

Reagents and materials. Solid enriched NaHCO; (99% *C enrichment) was obtained
as a high purity chemical reagent (purity >98%) from Cambridge Isotope Laboratories
(Andover, Massachusetts, USA). Oxidation reagents, high purity sodium persulfate and
solid phosphoric acid, as well as sodium mono and di-hydrogen phosphate (all of them
>99%), were purchased from Sigma-Aldrich (St. Gallen, Switzerland ). Potassium

hydrogen phthalate, KHP (99,98% purity), used as internal standard for quantification,
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was obtained from Sigma-Aldrich. Ultrapure water (18.2 MQcm) was obtained with a
Milli-Q system (Millipore, Bedford, MA).

BAX inhibiting peptide v5 standard (VPMLK) was purchased from Sigma-Aldrich
(UV-VIS purity >97%). Cystatin C T4 tryptic peptide standard (ALDFAVGEYNK) was
synthesized by PeptideSynthetics (Funtley, UK) (UV-VIS purity >80%), and further
purified in our lab by semi-preparative LC. For validation, peptide A from NIST
reference material 8327 (DAEPDILELATGYR) with a certified peptide content of 69 +
11%, was used. All three peptides were obtained as lyophilized powder.
LC-oxidation-IDMS system. A Thermo Scientific (Bremen, Germany) LC-IRMS
instrument consisting of an Accella 600 LC pump, a LC-Isolink interface and a Delta V
Advantage mass spectrometer was used. A HTC PAL autosampler (CTC Analytics,
Zwingen, Switzerland) was coupled for sample introduction. The LC-Isolink interface
consists basically of two independent pumps for the oxidation reagents, a heated
reactor, where the chemical oxidation takes place, and a gas permeable membrane, that
separates the CO, that results from the complete oxidation of the organic compounds,
from the liquid phase. The oxidation reagents pumps in the Isolink interface were set at
50 puL/min each with concentrations of 0,35M and 1,5M for the sodium persulfate and
the phosphoric acid respectively, and the reactor was set at a temperature of 99,9°C. The
post-column spike flow was introduced prior the interface by means of a P-500 high
precision pump (GE Healhcare, Chalfont St. Giles, U.K.) through a PEEK T piece. All
the reagents and mobile phases were degassed under vacuum in an ultrasonic bath, to

minimize the background due to dissolved atmospheric CO,.
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Procedures.

Quantification using >C post-column isotope dilution with internal standard. To
quantify the analyte of interest, the isotope ratio '*C/**C is continuously monitored as
the signal ratio at m/z 44/45 corresponding to the natural abundance '*CO, flow that
elutes from the column (after chemical oxidation of the corresponding analyte) and the
post-column spike flow (°CO,), respectively. Additionally, a generic standard of
known concentration (KHP) is added to the samples (internal) or injected post-column
(external). The purpose of using an internal standard is on the one hand, to provide SI
traceability to the measurements and additionally, to correct for possible errors
occurring during the injection.

LC methods. A Thermo Scientific Biobasix SCX LC column (100 x 1mm, 5um) was
employed for the analysis of the BAX peptide. Solvents A and B were water and 0,2%
H,SOy4 (v/v) +0,1M Na,SO4, respectively. The peptide was eluted at 200 pL/min with a
linear gradient from 0% to 100% B in 15 minutes. The temperature was set at 40°C and
a 10 uL sample loop was used. For the analysis of the NIST peptide A and the Cystatin
C T4 peptide, a Tosoh (Tokyo, Japan) TSKgel 2SW WAX column (250 x 2,1mm, S5pum)
was found to provide the best chromatographic performance. In both cases a phosphate
gradient was used for elution. Solvents A and B were phosphate buffers (pH 7) with
concentrations of 20mM and 400mM respectively. Column flow was set at 140 uL/min
and the temperature at 25°C. A linear gradient from 0% to 70%B in 30 minutes was
used to elute the Cystatin C tryptic peptide. In the case of the NIST peptide an isocratic
step was necessary to resolve all the related impurities: 0% to 25% B in 15 minutes

(hold for 10 minutes) and rise up to 60% B in 10 minutes.
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BAX analysis by FIA-ICPMS. An Agilent 8800 ICPQQQ instrument was used. The
quantification was carried out by flow injection analysis and using methionine as
generic standard for quantification. The detection of S as SO" was carried out as
described elsewhere.'*’

Peptide mass-purity assessment by semi-preparative LC and FIA-oxidation-IDMS. This
method was used as an alternative approach to the direct analysis of peptides by LC-
oxidation-IDMS method and consisted of two steps. First, the peptide standard is
purified by RP-LC in a semi-preparative instrument (Agilent, Waldbronn, Germany). A
Zorbax Eclipse XDB-C18 column (250 x 9,4mm, Sum) was used in this step. Solvents
A and B were 0,1% formic acid in water and acetonitrile respectively, and a linear
gradient from 0 to 100%B in 35 minutes was established for peptide elution. The
detection wavelength was set at 214 nm. The whole pure fraction of the peptide was
collected and evaporated to dryness in a vacuum concentrator (Genevac, Ipswich, UK).
Next, the fraction was properly diluted in degassed water and injected into the oxidation

interface in the Flow Injection configuration (FIA-oxidation-IDMS).

RESULTS AND DISCUSSION

In a previous paper'*’ we have studied the optimal conditions for the quantitative
oxidation of different organic compounds with persulfate in acidic media and applied
the procedure to the purity assessment of amin oacid standards. In this paper we expand
the concept of on line carbon isotope dilution to the determination of the mass content
in synthetic peptide standards. For this study we have selected three different peptide
standards of different size and hydrophobicity for which a certified value or alternative

analytical data were available. In our procedure, and due to the chemical oxidation step,
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the use of 100% carbon-free chromatography is mandatory. So, it could be difficult to
find optimal chromatographic conditions that resolve all the possible impurities and
analytes, depending on their molecular weight, chemical properties and their recovery
from the column. For small-medium size hydrophilic peptides a single determination
step is applied in which the LC system is coupled to the oxidation interface, the peptide
standard is separated from its impurities by ion exchange, oxidized to CO, and
quantified by online-IDMS. In the case of larger or less hydrophilic peptides that may
require organic modifiers to be eluted from the analytical column, a two-steps
alternative approach, is proposed. First, the analyte of interest is purified using a
reversed-phase liquid chromatography at semi-preparative scale. The fraction of interest
is then collected, evaporated to dryness and re-dissolved in a properly degassed aqueous
buffer. Next this solution is injected directly for quantification of the peptide content by
Flow Injection Analysis using KHP as calibrant.

Direct LC-oxidation-IDMS analysis. For this initial study we selected a commercial low
MW polar peptide (VPMLK) which, due to its small size, is provided as a highly pure
standard (UV-VIS purity 99.0%, mass purity 83.0% by amino acid analysis) and was
expected to be readily eluted using a 100% aqueous mobile phase. A stock solution was
prepared by dissolving 3.04 mg of lyophilized powder of the peptide in 3.3255 g of
ultrapure water. So, the stock solution contained 914 pg of solid peptide per gram of
solution. This solution was further diluted 1:3 in ultrapure water before injection into
the LC-oxidation-IDMS system. All solutions and dilutions were performed on a weight
basis. The peptide (pI =10.1) was analyzed by cation exchange chromatography and the
internal standard (KHP) was injected post-column, after the elution of the peptide, as

the internal standard was not retained in the SCX column.. Five different aliquots were
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then prepared and measured in triplicates in different days. The post-column spike flow
was set at 33 pL/min and the concentration of the '*C-enriched bicarbonate was 100
ppm (as C). The mass-flow chromatogram was built and the peptide amount computed
from the response factor of the internal standard, KHP. Figure 1 shows one of the
chromatograms obtained. Interestingly, a small peak that accounted for ca. 8% of the
carbon detected was observed at the column dead time, probably corresponding to the
peptide counterion, in this case trifluoroacetic acid (TFA) according to the certificate of
analysis provided by the manufacturer. It must be stressed that such counterions usually
show a very low sensitivity when using UV-VIS detection, which translates into
considerable errors in the purity estimated by simple percent area using this detector.
The peptide concentration obtained was 655 + 15 pg/g (1 SD, n=15 replicates in total)
referred to the stock solution which indicates a mass purity of 71.7% which is clearly
much lower than the given UV purity (99.0%) and also in disagreement with that given
by amino acid analysis (83.0%).

For validation purposes, the concentration of the peptide in the stock solution was
determined also by an alternative technique, in this case ICPMS, since the peptide has a
methionine residue in its structure and thus, can be detected and quantified from the
sulfur content of the molecule. In this case, the peptide amount was determined using a
certified methionine solution as calibration standard. Approximately 1ppm (as sulfur) of
sample and standard were measured in the ICPMS instrument by flow injection analysis
using a 0.5 pL sample loop (see Fig. S1 in the supporting information). Previously, the
peptide had been injected in a reverse phase LC-ICPMS system to demonstrate that no

other sulfur-containing compounds were present. The concentration obtained for the
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peptide stock solution was 638 = 20 pg/g (1 SD, n=5 replicates), which is in agreement
with the value previously obtained by LC-oxidation-IDMS.

Additionally, the direct method was further evaluated by the analysis of the NIST
RM8327 reference material. This material consists of three lyophilized peptide
standards (peptides A, B and C) with certified peptide mass purity. In this case, peptide
A (DAEPDILELATGYR) was selected as it is a perfect example of a tryptic peptide.
For the separation we chose the TSK gel 2SW anion exchange stationary phase which
provided a very good resolution and peak profile under 100% aqueous conditions.
Figure 2 shows a typical chromatogram of peptide A where three related impurities
could be satisfactorily resolved from the main peak. In addition, two other significant
carbon-containing impurities were also detected at the beginning of the chromatogram,
likely corresponding to the counter ion and salts. The KHP co-eluted with the peptide so
it was injected post-column after the elution of the peptide. For the mass purity
assessment a solution of theoretically 150 pg/g of peptide was measured with n=5
replicate injections. The peptide mass content obtained was 61 + 2% (1SD), which lies
within the confidence interval of the certified value (69+11%). Interestingly this value is
in very good agreement with the experimental data obtained by Pereira et al., using
elemental labeling and ICPMS detection, who reported a peptide content of 64+2% for
the same certified material.'*

Detection limit of the method was found to be 1.4 ng/g expressed as carbon (equivalent
to 2.7 ng/g of peptide A), with an injection volume of 10uL. Adequate linearity (more
than 2 orders of magnitude) was obtained along the concentration range tested (up to
500 ugC/g). Sample requirement for a triplicate analysis was as low as 1-2 pg of

peptide.
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Preparative purification and FIA-Oxidation-IDMS analysis. As mentioned before, an
alternative procedure would be the off-line purification of the peptide standard by
conventional reverse phase semipreparative chromatography where the peptide of
interest is collected, evaporated to dryness and redissolved in an aqueous buffer. Finally
the mass purity of the peptide is determined by FIA-oxidation-IDMS. The evaluation of
this approach was first performed using the NIST RM8327 peptide A. One vial of the
lyophilized material (1.0 mg) was dissolved in 1 mL of pure water and purified by
reverse phase chromatography as indicated in the procedures. Figure 3 shows an
example chromatogram in which the fraction collected has been highlighted with a blue
rectangle. As can be observed there are some small peaks, that correspond to closely
related impurities, and that could not be sufficiently resolved from the main peak.
Therefore, the UV-VIS purity at 214 nm of the peptide in this peptide-containing
fraction was calculated (96.2 + 0.1%; n=3, 1SD), in order to correct the mass purity. To
obtain the peptide content, four independent fractions were collected and analyzed
(n=5) by FIA-oxidation-IDMS. The peptide content was obtained after combining all
the individual measurements (n=20). The final result was corrected considering the UV-
VIS purity of the fraction collected, obtaining a peptide mass purity of 62 + 2% (1SD),
which is in good agreement with the value previously obtained and also with the
certified value.

Certification of a tryptic peptide. Finally, we applied both procedures to the analysis of
a tryptic peptide from Cystatin C (ALDFAVGEYNK) in the frame of a parallel project
in our laboratory for the determination of Cystatin C in human serum samples by IDMS
using isotopically labelled peptides.'*® A natural abundance standard was purchased

with a UV-VIS purity of 90.2 % according to the manufacturer. The peptide was further
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purified by semi-preparative LC and the fraction corresponding to the peptide
lyophilized and redissolved in pure water. This final solution was subjected to both
analytical procedures: LC-oxidation-IDMS and FIA-oxidation-IDMS. Additionally, an
aliquot was subjected to amino acid analysis.'**

Initially, the peptide standard solution was measured by FIA-oxidation-IDMS without
any additional purification step. Thus, an aliquot of the standard was directly injected in
the oxidation interface. The sequence of injections was as follows: firstly three
injections of the KHP standard, followed by 5 injections of the peptide and finally, three
more injections of KHP. The average response factor of the 6 injections of KHP was
used to calculate the peptide concentration, giving a result of 494 + 11 pug/g (1 SD).

In parallel, another aliquot was analyzed using ion exchange chromatography. The LC
was coupled directly to the oxidation interface, and a weak anion exchange column was
used as both the peptide and the internal standard (KHP) have negative net charges, -1
and -2, respectively, at the pH of the mobile phase, (pH=7). Thus, in this case, the KHP
could be mixed with the analyte for quantification purposes. The resulting mixture,
containing roughly 56 ppm of each compound (as carbon), was subjected to five
independent runs. One of the obtained chromatograms is shown in Figure 4. The
baseline drift is caused by the gradient program and not by other eluting material, as can
be seen from the overlapped blank signal. Using this procedure, the concentration found
for the peptide was 477 = 11 pg/g (1 SD) which is only ca. 3% lower than the value
obtained by FIA-oxidation-IDMS, demonstrating that the semi-preparative fraction

collected was already pure.
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For the same solution, the concentration obtained by amino acid analysis'*® was 490 +
7 ng/g, which is in good agreement with the values obtained using the online carbon

IDMS procedure.

CONCLUSIONS

We present here a novel method for the direct, accurate and precise absolute
quantification of any water-soluble peptide without the need for specific standards.. The
set up can be a good alternative to the amino acid analysis, the standard procedure for
the mass purity assessment of peptide standards, which has some clear drawbacks such
us extremely long analysis times, dedicated equipment and materials to carry out the
acid hydrolysis, specific standards (isotopically-labeled when using isotope dilution
mass spectrometry) and the requirement for relatively large amounts of essentially pure
material. In our approach, the mass of the target peptide present in samples without
purity requirements can be directly obtained after one single LC analysis using a
primary standard such as KHP. This makes the results obtained directly traceable to the
SI. It is expected that the current interest in green chromatographic methods will boost
further the development of new stationary phases that allows direct peptide analysis
without organic modifiers in the near future. Just in case, in order to tackle the current
limitations that may arise from the requirement of 100% aqueous chromatography, an
alternative procedure, consisting of two steps, reversed phase purification followed by
FIA-on line C isotope dilution, has been also described for hydrophobic peptides. The
validity of both approaches have been demonstrated by the analysis of a reference
material and various synthetic standards, and by comparison of the results obtained with

alternative techniques (AAA and ICPMS).
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Of course, the proposed approach is not intended for the absolute quantification of
peptides in complex samples because coelution of C-containing species must be
avoided. However, the approach can be effectively applied to the determination of the
very challenging mass purity assessment of peptide standards (isotopically labeled or
not), which are massively and urgently needed nowadays to be used as internal
standards in multiplexed absolute quantitative proteomics'* using molecular mass

spectrometry.
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Figure 1. Carbon online isotope dilution chromatogram for the BAX peptide obtained
by Strong Cation Exchange. The standard for quantification (KHP) was injected post-

column. The red signal corresponds to the enriched *CO2 (m/z 45) used as spike.
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Figure 2. Weak Anion Exchange chromatogram of the NIST reference material 8327
(peptide A). Five different impurities were detected and resolved from the peak of

interest.
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Figure 3. UV-VIS chromatogram of the peptide A obtained by reversed phase in a

semi-preparative instrument. The fraction collected for the purity assessment is

highlighted.
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Figure 4. Online isotope dilution chromatogram of the purified Cystatin C proteotypic
peptide T4. The red dotted line corresponds to a blank run. No related impurities were

observed.
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E. INFORME SOBRE EL FACTOR DE IMPACTO DE LAS
PUBLICACIONES PRESENTADAS

El trabajo desarrollado en la presente Tesis doctoral ha sido merecedor de
publicacion en revistas cientificas de primer nivel tanto en el campo especifico de la
Quimica Analitica como en el campo de la Quimica general o multidisciplinar. Todas
las publicaciones se encuentran en revistas internacionales indexadas en el JCR (Journal
Citation Report), y dentro del primer cuartil de su categoria. En la tabla siguiente se
muestran los datos de factor de impacto y categoria de las revistas en las que se pueden

encontrar las publicaciones presentadas.

REVISTA FI CATEGORIA PUESTO FUENTE

Angewandte Chemie 11,829  Quimica/Multidisciplinar 5 de 140  JCR 2009

Int.Ed.

Analytical Chemistry 5,874  Quimica Analitica 3de73 JCR 2010
Analytical and o I

Bioanalytical Chemistry 3,778 Quimica Analitica 13de73 JCR 2011
Analytical Chemistry 5,695 Quimica Analitica 3de73 JCR 2012
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El objetivo global que se pretendi6 llevar a cabo durante la presente Tesis Doctoral,
fue el desarrollo de nuevas metodologias analiticas que permitieran la cuantificacion de
compuestos organicos sin la necesidad de disponer de estandares especificos. Para ello
se optd por la dilucion isotdpica en linea, una metodologia que, hasta el momento,
combinaba una técnica de separacion y un sistema de deteccion elemental (ICPMS), con
la adicion post-columna de isdtopos enriquecidos, tal y como ya se ha comentado. Esta
técnica se ha utilizado mayoritariamente en el analisis de especiacion de trazas
metalicas, sin embargo, estd bastante limitada para el andlisis de sustancias organicas,
ya que los elementos presentes mayoritariamente en la materia orgénica, C, H, Ny O no
son analizables mediante ICP. Durante la presente Tesis Doctoral se han desarrollado
métodos de dilucidon isotdpica en linea para la deteccion de carbono, principal
constituyente de la materia organica, utilizando un trazador enriquecido en °C,
ampliando el campo de aplicacion de la dilucidon isotdpica en linea, y por tanto la
posibilidad de cuantificar la mayoria de compuestos organicos sin utilizar patrones

especificos ni recurrir a la preparacion de rectas de calibracion.

Uno de los principales retos a superar a la hora de afrontar este objetivo fue el de
disefiar una instrumentaciéon adecuada. En principio, la fuente de ionizacion mas
indicada para la medida de carbono es la fuente de ionizacion electronica, dado que
trabaja a alto vacio y por tanto los fondos para este elemento son muy bajos, al contrario
de lo que ocurre en fuentes de ionizacion a presion atmosférica, como el ICP. Sin
embargo, la sefial que se produce mediante ionizacidn electronica cambia en funcion de
las caracteristicas fisico-quimicas y estructurales de la especie a analizar y por tanto, no
cumple uno de los requisitos imprescindibles para poder cuantificar por dilucion
isotopica en linea: la respuesta independiente del compuesto. Para solventar este
problema se recurri6 a la utilizaciéon de interfases de oxidacidon, de manera que los
analitos una vez separados por cromatografia (LC 6 GC), eran transformados
cuantitativamente a diéxido de carbono, siendo ésta la tinica especie finalmente medida
en el espectrometro de masas, lo que garantizaba una respuesta homogénea, solo
dependiente del nimero de dtomos de carbono presentes en la estructura molecular de
los compuestos objeto de andlisis. La instrumentacion utilizada y/o modificada se ha

detallado en el apartado C correspondiente a la parte experimental.
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Se comenzd desarrollando la metodologia para compuestos organicos volatiles y
térmicamente estables. La cromatografia de gases es una de las mejores herramientas
analiticas disponibles cuando se pretende analizar esta clase de compuestos debido a su
gran poder de resolucion, sensibilidad, cortos tiempos de andlisis en general y a la
posibilidad de acoplar maultiples sistemas de deteccion distintos. Sin embargo,
exceptuando los detectores elementales ya mencionados, si se pretende obtener
informacion cuantitativa, es necesario determinar los factores de respuesta del detector
para cada una de la especies de interés mediante la calibracion con estandares
especificos. En los articulos cientificos I y II, se desarrolla y evalta por primera vez la
metodologia de dilucion isotopica en linea, con fuente de ionizacidon molecular, para la
deteccion de carbono como sistema de deteccion genérico y cuantitativo en
cromatografia de gases, sin tener que recurrir al uso de patrones de cuantificacion
especificos ni a la elaboracion de rectas de calibrado. En el articulo cientifico I se
presenta el desarrollo inicial y las primeras pruebas analiticas realizadas. Para el
desarrollo se partio de un instrumento de gases-masas comercial con fuente de impacto
electronico, que se modifico incluyendo una interfase de combustion, una valvula de 6
vias y un sistema de dosificacion de CO, enriquecido en "C tal y como ya se ha
comentado. Se optimizaron las condiciones de medida para minimizar la incertidumbre
en la medida de la relacion isotdpica y se evaluaron las caracteristicas analiticas
mediante la cuantificacion, utilizando un tnico patron genérico, de mezclas modelo de
estandares, obteniéndose buenos resultados en términos de exactitud (-7% a +5%) y
precision (<6% RSD, n=3), para mezclas de diferentes familias de compuestos
organicos (Figura 17, Tabla 2). En cuanto al limite de deteccion, se obtuvo un valor
adecuado de 0,8 pgC/s (equivalente a 3 pg de tetradecano utilizando un volumen de
inyeccion de 1 puL), comparable al de un detector FID o al de un masas en modo scan, y
siendo casi tres Ordenes de magnitud mas bajo que los calculados para carbono
mediante dilucion isotopica en linea con deteccion por ICPMS (0,7 ngC/s). El factor
que mas influencia presenta sobre el limite de deteccion es la seial de fondo, la cual se
origina principalmente a través de pequenas entradas de aire por las distintas conexiones
del sistema, asi como de restos de la cola del disolvente. Es de esperar que con una
mejora en el disefio instrumental, esta sefial de fondo se minimice y por tanto el limite

de deteccion se reduzca considerablemente.
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Figura 17. Cromatograma de flujo masico de una mezcla modelo de distintas familias de compuestos

organicos (BTEX, n-alcanos y ésteres. Ver Tabla 1).

10,7

Tabla 2. Resultados de la cuantificacion de la mezcla modelo (n=5).

12,7

N°pico Compuesto Hallado Esperado %R

1 Tolueno 5,7+0,3 6,1 93+5
2 Etilbenceno 5,9+0,3 6,1 97+5
3 o,p-Xileno 12,3+0,7 12,2 101+6
4 m-Xileno 6,2+0,3 6,1 101+5
5 Butanoato de butilo 5,9+0,3 5,6 105+5
6 Undecano 5,0+0,3 4,7 106+6
7 Butanoato de hexilo 5,6+0,2 5,6 100+4
8 Tridecano 5,3+0,2 5,1 104+4
9 Tetradecano 4,8+0,2 4,9 98+4

14,7

A la vista de los resultados, se puede concluir que el método desarrollado tiene

potencial como sistema de deteccidon cuantitativo para cromatografia de gases,

permitiendo la cuantificaciéon de los analitos de interés sin necesidad de recurrir a
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patrones de calibracion especificos, con el consiguiente de ahorro en tiempo y coste por
andlisis. So6lo son necesarias unas pocas modificaciones sencillas sobre un GC-MS
comercial que, ademas, no afectan en ningin caso al funcionamiento habitual de un
equipo de estas caracteristicas ya que, mediante la valvula de 6 vias implementada, se
puede dirigir el flujo que proviene de la columna directamente a la fuente de ionizacion
electronica para por ejemplo, proceder a la identificacion de los compuestos de interés a
través de su espectro de fragmentacion. De esta manera se puede convertir la cantidad
de carbono hallada en cada pico detectado en cantidad de compuesto. Esto supone una
ventaja adicional frente a los otros métodos de dilucion isotdpica en linea que emplean
fuentes de ionizacion elemental, en donde la informacién molecular se pierde, siendo
necesario recurrir a técnicas alternativas para identificar o confirmar las especies

presentes en la muestra.

Un sistema de cuantificacion con estas caracteristicas, se presenta como una
herramienta valiosa no solo para la cuantificaciéon de mezclas de compuestos, sino
también para el estudio y optimizacion de etapas de preparacion de muestra, tales como
extracciones o pre-concentraciones. Dado que la integracion de cada pico
cromatografico proporciona directamente la cantidad de compuesto que eluye (en
masa), se pueden realizar, de manera directa y rapida, estudios cuantitativos de dichos
procesos. En el articulo cientifico II, ademds de una descripcion detallada del
desarrollo y la optimizacion del sistema, se discute la aplicabilidad del método a la
evaluacion cuantitativa de etapas de preparacion de muestra, tomando como modelo la
microextraccion en fase sélida, en la modalidad de espacio de cabeza (HS-SPME), para
la extraccion y pre-concentracion de BTEX (benzeno, tolueno, etilbenceno y o,m,p-
xileno). La microextraccion en fase solida es una técnica frecuentemente utilizada, en
combinacion con cromatografia de gases, que permite la extraccion y concentracion de
analitos mediante una fibra de silice recubierta de una fase estacionaria. Los distintos
compuestos se van extrayendo en la fibra hasta que se alcanza el equilibro entre la fase
vapor y la fibra en este caso. Posteriormente se liberan de la misma por desorcion
térmica en el propio inyector del cromatdgrafo de gases. Puede utilizarse en dos
modalidades distintas conocidas como inmersion directa, si la fibra se introduce en la

propia disolucién de la muestra para extraer los analitos, o en espacio de cabeza, si la

176



Discusion integradora

extraccion se produce en la fase gas existente dentro del recipiente de la muestra. En la

Figura 18 se muestra el proceso de andlisis mediante esta técnica.

ADSORCION DESORCION
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Figura 18. Esquema del proceso de analisis por microextraccion en fase sélida

Ademas la SPME es una técnica que introduce cantidades de disolvente muy
pequefias en el cromatografo, lo cual resulta ideal para el sistema GC-combustion-
IDMS desarrollado ya que redundard en fondos mdas bajos y por tanto, en mejores

limites de deteccion.

Un pardmetro importante a la hora de optimizar y validar un método de HS-SPME es
el calculo de las recuperaciones absolutas, es decir la cantidad de analito que queda
retenido sobre la superficie de la fibra en unas condiciones determinadas. Sin embargo,
obtener esta informaciéon en SPME no es un proceso sencillo debido a las
particularidades de la técnica. Determinar de forma absoluta la cantidad de analito

extraida, implica normalmente la realizacion de una calibracion externa mediante
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inyeccion convencional (con jeringa) para los distintos compuestos de interés. Para
calcular las recuperaciones absolutas de esta manera, debe suponerse que la eficacia de
la transmision de los analitos desde el inyector a la columna es la misma cuando la
muestra se introduce en forma liquida mediante una jeringa que cuando la introduccion
se realiza mediante la fibra, lo cual no tiene por qué ser siempre cierto ya que son

procesos distintos, gobernados por variables diferentes.

Mediante el método GC-combustion-IDMS desarrollado, la cantidad de analito (en
masa) retenido en la fibra en unas condiciones determinadas, puede calcularse
directamente por integracion del pico cromatografico correspondiente en el
cromatograma de flujo masico y de ahi la recuperacion absoluta, conociendo la cantidad
de dicho analito presente inicialmente en la muestra. De este modo se determinaron las
recuperaciones en disoluciones estandar de 10ppb de BTEX, para tres fibras
comerciales de distinta polaridad (ver Tabla 3). La fibra con recubrimiento de PDMS
(polidimetilsiloxano) es la mas apolar, mientras que la mezcla DVB/CAR/PDMS
(divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano) es la menos apolar de las tres, ocupando
un lugar intermedio la fibra de PDMS/DVB (polidimetilsiloxano/divinilbenceno). Para
obtener un dato mas preciso en la comparacion se calcularon también las constantes de
particion fibra/disolucidon para cada analito, ya que este parametro tiene en cuenta el
volumen total del recubrimiento de la fibra, el cual cambia ya que el espesor de fase
estacionaria es distinto en funcion del tipo de fibra. Los resultados obtenidos, que
concuerdan con los encontrados en la bibliografia, pueden verse en la Tabla 4. Cabe
destacar que solo nueve analisis por HS-SPME (un triplicado por cada fibra) fueron

necesarios para obtener esta valiosa informacion.

Tabla 3. Fibras utilizadas en el estudio comparativo

Recubrimiento Polaridad Espesor (um)  Volumen (mm3)
PDMS Apolar 100 0,612
PDMS/DVB Intermedia 65 0,357
DVB/CAR/PDMS Intermedia 80 0,494
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Tabla 4. Constantes de particion fibra/disolucion para BTEX en tres tipos diferentes de fibras

Compuesto Valores de K¢ (n=3)

PDMS PDMS/DVB CAR/PDMS/DVB
Benceno 170£10 3800+100 5700+400
Tolueno 430+40 10200+50 9200+500
Etilbenceno 900+100 11380+40 9400+400
m,p-Xileno 1000+100 11960+80 10500+£500
o-Xileno 1400+100 14100+300 122004400
1,2,4-Trimetilbenceno 2500+400 12900+800 10700+300

Aunque en general se habla de la SPME como de una técnica de extraccion no
exhaustiva, dependiendo del tipo de analito a determinar y de su nivel de concentracion,
puede ocurrir que la cantidad de compuesto extraida sea considerable con respecto al
total presente en la muestra. Este es el caso de los BTEX en aguas, donde tal y como
demuestran sus elevadas constantes de particion de la Tabla 4, su afinidad por la fibra es
muy elevada con la excepcidon del benceno. Por esta razon se realizd un experimento
consistente en la extraccion completa de los BTEX mediante sucesivas extracciones de
un mismo vial (Figura 19), utilizando la fibra de PDMS/DVB. De este modo se puede
validar internamente la exactitud del método para la obtencion de recuperaciones
absolutas en HS-SPME, dado que la suma de la cantidad de analito extraida en las
distintas extracciones, deberia de coincidir con el total presente en la disolucion
inicialmente, siempre que los compuestos se extraigan cuantitativamente. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Cantidades de analito extraidas de un mismo vial en sucesivas etapas. Las recuperaciones se
calcularon como el porcentaje entre la cantidad total de analito extraida con respecto a la cantidad inicial
de la disolucion

Cantidad total Cantidad extraida en cada etapa (ng)

Analito de analito (ng) 1* 2° 3 4* Total %R
Benceno 151,7 27,7 21,8 14,9 16,7 88,2 58
Tolueno 154,6 80,9 34,5 11,3 6,9 146,7 95
Etilbenceno 154,9 102,1 20,5 4.5 3,0 143,8 93
m,p-Xileno 309,9 203,1 40,1 9,1 6,9 286,6 92
0-Xileno 154,6 125,9 25,2 4.9 3,5 1604 104
Trimetilb. 158.,2 109,7 11,5 3,5 3,9 1432 91
50 - m,p-Xileno
o-Xileno I1,2,4- Trimetilbenceno
40 - Etilbenceno
<
E
(&)
g’ 30 —12 extraccion
_8 Tolueno 22 extraccion
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Figura 19. Cromatograma de sucesivas extracciones mediante HS-SPME de una disoluciéon de 20ppb de
BTEX

Como se puede observar, las recuperaciones obtenidas fueron cuantitativas para
todos los compuestos después de solo 4 etapas de extraccion con la fibra, a excepcion
del benceno, tal y como era de esperar de acuerdo a la constante de particion calculada

para este compuesto, cuatro veces inferior a las obtenidas para el resto de BTEX.
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Por ultimo se analizaron muestras reales de aguas tanto de agua de grifo como de
agua de rios de Asturias (Nalon y Narcea). Las aguas fueron fortificadas con una
disolucion patron de BTEX a nivel de 5ppb ya que no se detectd la presencia de estos
compuestos. Se aplicaron los valores de recuperacion de la fibra obtenidos para las
disoluciones patréon y se calcularon las recuperaciones del método, las cuales fueron

cuantitativas, descartdndose por tanto, la presencia de interferencias de matriz.

El método GC-C-IDMS desarrollado se muestra como una herramienta muy util a la
hora de evaluar y optimizar etapas de preparacion de muestra, tal y como se desprende
de los resultados obtenidos para el ejemplo concreto de microextraccion en fase sélida
en espacio de cabeza. La principal ventaja es que estos procesos pueden ser estudiados
cuantitativamente, de manera sencilla y rdpida, ya que la cantidad absoluta de
compuesto extraido se obtiene directamente de la integracion del cromatograma de flujo
masico, no siendo necesario realizar calibrados externos. En el caso concreto de la
SPME el método podria resultar de gran utilidad a la hora de desarrollar y optimizar

nuevos tipos de recubrimiento.

Una vez optimizado y evaluado el método de dilucion isotopica en linea de carbono
para sustancias volatiles y térmicamente estables, se comenzo6 con el desarrollo de un
método andlogo de cuantificacidon sin patrones especificos pero aplicado a aquellos
compuestos organicos que no pueden ser analizados por GC. En este caso tanto los
compuestos de interés como el trazador estaran en fase acuosa y no en fase gas como en
el caso anterior. La idea de partida era la misma, la transformacion de los analitos y del
trazador a CO, y *CO, respectivamente, y la posterior medida de la relacién isotopica
en un espectrometro de masas con fuente de ionizacién electronica. En el articulo
cientifico III se describen los primeros pasos relativos a la validacion de la
cuantificacion de CO, disuelto en agua mediante dilucion isotdpica en linea. Para ello se
desarroll6 una metodologia que permitiera la formacion de CO, en disolucion acuosa,
su posterior extraccion a una fase gas y la cuantificacion por dilucion isotopica en linea
del dioxido de carbono generado. Se construyd un sistema de andlisis por inyeccioén en
flujo que permitia generar didéxido de carbono en disolucién de manera muy sencilla, a
partir de inyecciones de un patron primario de carbonato en un flujo acuoso a pH écido

(ver apartado C.3). El trazador utilizado (bicarbonato enriquecido en '°C), se adicionaba
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en continuo mediante una bomba peristéaltica adicional. La validacién del método para
la cuantificacion de CO, disuelto se llevd a cabo mediante el analisis de un material de
referencia certificado. Este material de referencia consistia en un agua de mar
certificada en carbono inorganico disuelto (DIC), y fue proporcionado por el “Scripps
Institution of Oceanography” de California. Para la cuantificacion se utilizé un patréon
primario de carbonato sédico como patron de cuantificacion (pureza >99,95). El
material de referencia se inyectd directamente en el sistema FIA (n=5, ver Figura 20),
sin ningun tratamiento previo, obteniéndose un valor de 24,19+0,19 ppm, expresadas
como carbono, que estaba en perfecta concordancia con el valor certificado (24,16

ppm), y con una precision adecuada del 0,8%.
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Figura 20. Fiagrama de intensidades de 5 inyecciones del material de referencia certificado en DIC

La excelente concordancia obtenida entre el valor certificado y el obtenido demuestra
la idoneidad del método desarrollado para la determinacion de dioxido de carbono

presente en disolucion acuosa.
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Tras verificar que es posible determinar CO, disuelto con exactitud y precision
mediante dilucion isotopica en linea, el siguiente paso consistié en la optimizacion y
evaluacion del método para la cuantificacion de compuestos orgéanicos solubles en agua.
En este caso el CO, presente en disolucion se genera a partir de la oxidacion de los
compuestos organicos de interés mediante reaccion con persulfato sodico en medio
acido a 99°C, tal y como se describe en el apartado C.3. La cuantificacion se realiza con
respecto a un patron primario de ftalato 4cido potésico (KHP), lo cual permite la

trazabilidad directa de los resultados al Sistema Internacional de Unidades (SI).

Bombas para la adicion de
acido y oxidante

Valvula de I | . Nafionl
inyeccion | _ .
|
Bomba de LC 1| Reactor EI-MS
Columré | Membrana |
de LC NaH13C03 L permeable a gases I

Spike

Figura 21. Esquema de la instrumentacion utilizada para la cuantificacion de compuestos organicos
polares mediante dilucion isotopica en linea de carbono.

Teniendo en cuenta la ingente cantidad de compuestos quimicos organicos existentes
ya caracterizados (se estima que del orden de 13,5 millones), asi como el elevado
numero de nuevas moléculas que se sintetizan continuamente en distintos campos, es
evidente que disponer de estandares certificados para todos ellos es practicamente
imposible. Por tanto un sistema de deteccion para cromatografia liquida que permitiera
la cuantificacion de analitos orgénicos utilizando un Uinico patrén genérico, seria de gran
utilidad en el desarrollo y caracterizacion de compuestos de nueva sintesis (p.ej.
farmacos). Por otro lado, una de las aplicaciones de mayor interés de un método de estas
caracteristicas seria la determinacion trazable de la pureza de sustancias organicas
puras, un area en el que cada vez se hace mayor hincapi¢ desde los centros de
metrologia de todo el mundo. Normalmente la determinacion de la pureza de un

estandar se realiza bien de manera directa, determinando la cantidad de componente
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principal mediante un método primario, o bien indirecta, determinando las distintas
impurezas que pueda tener el estdndar, tal y como se ha comentado en la introduccion.
La determinacion indirecta requiere del uso de distintas técnicas (cromatografia, Karl-
Fisher, ICPMS, etc...) para estimar las diferentes impurezas del componente principal
(compuestos relacionados, disolventes residuales, trazas metalicas y humedad). Ademas
la exactitud es tanto peor cuanto mas se aleje la pureza del estandar del 100%. Es por
esta razon por la que desde los centros de metrologia se demanda cada vez mas el
desarrollo de nuevos métodos directos para la determinacion de la pureza de estandares
organicos, ya que el nimero es muy escaso, siendo la determinacion por RMN

cuantitativa el mas utilizado.

En el articulo cientifico IV se describe en detalle el estudio y la optimizacion del
método para la cuantificacion sin patrones especificos de compuestos organicos polares
de bajo peso molecular. En este caso la instrumentacion utilizada consistié en un equipo
comercial para medida de relaciones isotopicas de carbono (LC-IRMS), el cual ya
cuenta con una interfase que permite oxidar los analitos que eluyen de la columna y su
posterior separacion del CO, generado. Como ya se ha detallado anteriormente (ver
Figuras 15 y 16, pags. 73 y 75), las modificaciones realizadas fueron la inclusion de un
conector en “T” a la entrada de la interfase, a través del cual se adicionaba el spike
mediante una bomba de alta precision, y el cambio de amplificacién en una de las copas
de Faraday del espectroémetro de masas, para que las sefiales correspondientes a las

relaciones m/z 44 y 45 fueran del mismo orden.

Para poder obtener resultados cuantitativos exactos y precisos, €s requisito
imprescindible que la oxidacion del compuesto a analizar sea completa. Por este
motivo, se evalud el método mediante el andlisis en FIA de distintos patrones puros
certificados de compuestos organicos de bajo peso molecular, empleando las
condiciones de oxidacion recomendadas por el fabricante del equipo (0,3M de
persulfato sodico y 1,5M de acido fosforico a un flujo de 50 pL/min, para un flujo de
carrier de 300 pL/min, con una temperatura del reactor de 99,9°C). Para la
cuantificacion se realizaron 5 inyecciones de ftalato acido de potasio seguidas de otras 5
inyecciones del compuesto/s a determinar. En la Figura 22 puede verse a modo de

ejemplo el FIAgrama obtenido para el 4cido citrico.

184



Discusion integradora

12000 -
KHP
10000 -
> 8000 - [ l [
£ | e
]
3 6000 -
% Acido citrico
= 4000 - miz 45
N N N | I\ P W )
2000 -
m/z 44
—— N ——— ——— ] ——] e ——
O T T T T
0 5 10 15 20

t, min

Figura 22. Fiagrama de intensidades de la determinacion de un estdndar de acido citrico por FIA-

oxidacion-IDMS

Los resultados experimentales obtenidos para muchos de los compuestos ensayados

concordaban bien con los valores esperados, tal y como queda reflejado en la Tabla 6.

Tabla 6. Patrones analizados cuya recuperacion fue cuantitativa

Compuesto Esperado (ng C/g) Recuperacion (%)
1,4-benzoquinona 49,7+0,8 100+2
Sacarosa 43,1£0,6 100+1
Acido citrico 18,9+0,5 100+3
Cisteina 14,2+0,1 99+1
Metionina 45,1+0,4 100+1
Lisina 24,5+0,3 96+1
Prolina 26,2+0,5 100+2

Sin embargo se obtuvieron recuperaciones inesperadamente bajas para los compuestos
indicados en la Tabla 7. Dado que la tnica etapa de preparaciéon previa a la medida
consistié simplemente en la disolucion del patron en agua, esta desviacion de los
resultados se achacd a una oxidacion incompleta de estos compuestos. La forma
habitual de verificar que la oxidacion se produce de manera cuantitativa en el campo de

medida de relaciones isotopicas de carbono, es realizar un estudio de linealidad. Sin
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embargo, en este caso en particular, las rectas de calibracion que se obtuvieron para

estas sustancias eran perfectamente lineales.

Tabla 7. Compuestos analizados cuyas recuperaciones no fueron cuantitativas debido a una oxidacion
incompleta

Compuesto Recuperacion (%)

Arginina 83+3
Guanidina 3642
Creatina 78+3
Hexazinona 76x1
Adenina 41+1
Guanina 5247
Uracilo 53+1

Examinando la estructura de estas sustancias se observo que todos ellos tenian enlaces
C-N conjugados. En la siguiente figura puede verse la estructura molecular de tres de

los compuestos problematicos.

Figura 23. Estructuras moleculares de arginina, hexazinona y creatina (de izquierda a derecha)

Tal y como se puede observar la arginina presenta un carbono unido por conjugacion
a tres atomos de nitrégeno (grupo guanidinio). Si suponemos que ese carbono en
cuestion no se oxida a CO, en el reactor (un carbono del total de 6 que tiene la
molécula), la recuperacion teodrica esperada seria 5/6x100=83,3 %, que coincide
perfectamente con el valor obtenido. Del mismo modo para creatina y hexazinona las
recuperaciones teodricas que se obtienen suponiendo la no oxidacién de los carbonos
unidos a nitrégeno, serian del 75% en ambos casos, coincidiendo nuevamente con los
resultados obtenidos para estos compuestos (ver Tabla 6). Para demostrar
inequivocamente esta suposicion, se utilizO un estandar de creatina marcada
isotopicamente en el carbono guanidinico (*C 99% de enriquecimiento). Teniendo en

cuenta que los otros tres carbonos de la molécula presentan abundancia isotdpica natural
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(*C 98,9%), la relacion isotopica “C/"*C para este compuesto, si la oxidacion fuese
cuantitativa, seria cercana a 3 (1 carbono marcado de 4 en total que tiene la molécula).
La relacion obtenida experimentalmente sin embargo fue de 12,0+0,2, lo que indica que
solo un 22% del carbono guanidico era oxidado. Se evaluaron distintas condiciones de
oxidacion, variando la concentracion del oxidante, adicionando catalizadores metalicos
y disminuyendo los flujos con el objetivo de aumentar el tiempo de permanencia de los
analitos en el reactor, siendo estas dos ultimas variables las que tuvieron un efecto
mayor en el porcentaje de oxidacion de los analitos (ver Figura 24 y Tabla 7). Al
disminuir los flujos de trabajo, lo cual equivale a aumentar el tiempo de reaccion, la
recuperacion obtenida para creatina aumenta, desde el 78% hasta el 94%. La adicion de
trazas de nitrato de plata en la fase &cida, permitid obtener una recuperacion
cuantitativa, que se ve confirmada por el valor de la relacion isotopica *C/°C en la
grafica, que coincide con el valor tedrico de 3. Bajo estas condiciones también se
obtuvieron recuperaciones cuantitativas para el resto de compuestos enumerados en la
Tabla 7. A la vista de estos resultados se concluye también que un estudio de
linealidad, aunque aceptado comunmente, no es un experimento adecuado para evaluar
si la oxidacién es o no cuantitativa para un determinado compuesto. En este caso la
oxidacion incompleta de ciertas sustancias solo pudo ser observada gracias a la

informacion cuantitativa que proporciona el método desarrollado.
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Figura 24. Variacion de la relacién isotopica 'C/C y de las recuperaciones para un estandar de creatina
marcada en °C en funcion de las condiciones de oxidacion (Tabla 7)
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Tabla 8. Recuperaciones obtenidas para creatina utilizando diferentes condiciones de oxidacion

Condiciones de Flujo de Flujo de Flujo de Recuperacion
oxidacion carrier oxidante acido (%)

1 300 50 50 78+3
2 240 40 40 81+l
3 180 30 30 84+1
4 120 20 20 84+2
5 60 10 10 89+1
6 60 20 20 91+3
7 60 30 30 93+1
8 40 7 7 90+2
9 40 10 10* 94+1
10 40 20 20° 96+2
11 40 10 10° 1011
12 40 20 20° 98:+1
a 100ppm Ag" b 200ppm Ag"

Por ultimo, dado que tanto para la determinacion de la pureza de un estandar como
para llevar a cabo un andlisis cuantitativo en general, es necesaria una etapa
cromatografica, se evaludo el potencial del método como sistema de deteccion
cuantitativo en cromatografia liquida. Debido al propio fundamento en que se basa el
método, es evidente que debe evitarse el uso de modificadores orgénicos asi como de
otro tipo de aditivos que contengan carbono. A pesar de esta importante limitacion,
existe un buen nimero de compuestos de interés que pueden ser analizados mediante

cromatografia utilizando fases moviles 100% acuosas.

Para la evaluacion se cuantificé una mezcla de 4 aminoacidos certificados que habian
sido analizados previamente de forma individual por FIA (ver Tabla 6). Se utilizé una
columna mixta (intercambio catidonico y fase reversa) y se utilizoé un gradiente de acido
sulfurico para la elucion, obteniéndose una buena resolucion y un buen perfil de pico
para todos los compuestos. Los resultados obtenidos en la cuantificacion fueron
satisfactorios, obteniéndose recuperaciones por encima del 96% para todos los
compuestos que concordaban perfectamente con los datos experimentales obtenidos por
FIA, quedando probada la capacidad del método desarrollado para cuantificar de forma
exacta y precisa analitos que eluyen de un sistema cromatografico sin tener que utilizar

patrones especificos ni calibracion externa.
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Una vez concluida la optimizaciéon y la evaluacion con distintos estandares, con el
proposito de validar el método para la determinacion de pureza de sustancias orgénicas
puras, se solicitd la participacion en el ejercicio de inter-comparacion CCQM-P117c,
“Determinacion de la pureza quimica de L-Valina”. Este ejercicio se realizo en paralelo
y con la misma muestra que el CCQM-K55¢, el cual estd restringido Unicamente a

centros de metrologia.

La habilidad para llevar a cabo la determinacion de la pureza de patrones quimicos
organicos se considera una de las competencias técnicas mas importantes para aquellos
laboratorios que pretenden dar resultados trazables en analisis orgénico. Con el objetivo
de demostrar la competencia técnica de los laboratorios en la determinacién de la
fraccion en masa del componente principal en un material organico de elevada pureza,
desde 2001 el CCQM ha organizado diferentes ejercicios de inter-comparacion,
seleccionando materiales de estudio representativos dentro del campo del analisis

organico tal y como puede verse en la Figura 25.
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Figura 25. Compuestos representativos en analisis quimico orgéanico clasificados en funcion de la
polaridad y del peso molecular. En rojo los compuestos seleccionados para la realizacion de ejercicios de
inter-comparacion
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En el caso concreto del ejercicio CCQM-pl17.c se seleccion6 el aminoéacido 1-valina
como sustancia representativa de compuestos organicos de bajo peso molecular y
elevada polaridad. De acuerdo con el CCQM, los resultados de esta inter-comparacion
deben de ser indicativos de la capacidad del laboratorio para la determinacion de la
pureza de compuestos organicos estructuralmente sencillos (peso molecular 100-300) y
de elevada polaridad (coeficiente octanol/agua, pK,y > -2). El ejercicio se llevo a cabo
entre los meses de Abril y Agosto de 2012. A falta ain de un informe definitivo y la
asignacion del valor certificado de pureza, se adjunta el informe inicial de resultados
entregado a los laboratorios participantes (apartados D.3.1 y D.3.1.1). La asignacion de
la pureza por parte de los laboratorios se llevd a cabo bien por balance de masa
(determinacion de las impurezas) o bien de manera directa mediante qRMN o
valoracion. Algunos de los participantes emplearon ambas estrategias (directa e

indirecta) en la determinacion, tal y como se describe en el informe.

El método LC-oxidacion-IDMS desarrollado en la presente Tesis doctoral, se
engloba dentro de los métodos directos, determinandose la cantidad de componente
principal sin tener en cuenta las distintas impurezas que puedan estar presentes en el
solido. Una vez recibido el material se optimizo la separacion cromatografica para
obtener una buena resolucion del componente principal de sus distintas impurezas
relacionadas. En la Figura 26 puede verse una ampliacion del cromatograma obtenido

para una disolucion de aproximadamente 2000 ppm del estdndar de I-valina.
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Figura 26. Cromatograma de las impurezas detectadas para el material de 1-valina
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Las condiciones utilizadas para la separacion se resumen en la Tabla 9. Tal y como se
puede observar, ademas del pico correspondiente al componente principal se ven otros
tres picos (A, B y C en la figura), debidos a la presencia de impurezas. Se recogieron las
fracciones correspondientes al componente principal y a cada una de las impurezas y se
analizaron mediante LC-ESI-QqQ-MS. De esta manera se lograron identificar las
impurezas A y C como &cido aminobutirico y leucina respectivamente. La impureza B

no pudo ser identificada.

Tabla 9. Condiciones cromatograficas optimizadas para el analisis de 1-valina

Muestra Estandar de I-valina
Columna Sielc Primesep A (RP+SCX)
Fase A 100% H,0
Fase B 0,2% (v/v) H,SO,
Gradiente 80:20 1min

De 80:20 a 0:100 en10min
Temperatura 40 °C
Flujo 300 uL/min

Con el objetivo de descartar la co-elucion con la I-valina de otras posibles especies
presentes en el material, se cogio la fraccion completa correspondiente al pico de valina,
y tras liofilizar y redisolver se analiz6 mediante ESI-Q-TOF. Tal y como se puede
observar en el espectro de la Figura 27, no se detectd la presencia de ningun otro
compuesto en dicha fraccion. Las sefiales mayoritarias observadas se corresponden con
el ion molecular (118,0889), el ion imonio (72,0822), la perdida de los grupos carboxilo
y amino (55,0543) y el aducto con sodio (140,0711).
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Figura 27. Espectro de masas (ESI-q-TOF, 0-500 m/z) de la fraccion de l-valina. No se observa la
presencia de otros iones aparte de las sefales correspondientes al compuesto de interés.
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Para asignar el valor de pureza se siguid la siguiente estrategia. Se prepararon seis
mezclas independientes del estandar de l-valina y del patrén interno de ftalato acido
potasico pesando aproximadamente 50 mg de cada sustancia en balanza de 5 cifras. De
esta manera los resultados cuantitativos obtenidos son directamente trazables a un
patron primario y por tanto, al Sistema Internacional de unidades. A partir de estas
mezclas se prepararon también por pesada tres disoluciones de aproximadamente 50
ppm de cada sustancia, expresadas como carbono, y otras tres de 100 ppm. Cada una de
las seis disoluciones se analizd por quintuplicado bajo las condiciones mencionadas
anteriormente, teniendo un total de n=30 medidas del material. En la Figura 28 se
muestra a modo de ejemplo un cromatograma correspondiente a una mezcla de 1-valina

y ftalato que contiene 50 ppm de cada compuesto (expresadas como ppm de carbono).
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Figura 28. Cromatograma de la mezcla de l-valina y ftalato 4cido de potasio utilizada para la
determinacion de la pureza del aminoacido

El valor de pureza obtenido fue de 992,5 + 0,86 (k=2) expresado en miligramos de
valina por gramo de material (99,2 £ 0,8% en tanto por ciento). En la Figura 29 se
muestra el grafico con los valores asignados por los distintos laboratorios participantes
tanto en el CCQM-K55.c como en el CCQM-P117.c. La Universidad de Oviedo se
corresponde con el laboratorio 8 del CCQM-P117.c. A la vista de los resultados, y a

falta atin de un valor de consenso para el material, se puede concluir que el valor

192



Discusion integradora

obtenido por LC-oxidacion-IDMS concuerda bien con los valores hallados por la
mayoria de laboratorios participantes. Como contrapunto cabe destacar que el valor
calculado para la incertidumbre se encuentra entre los mas altos, indicando la necesidad

de trabajar en la mejora de la precision del método.
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Figura 29. Contenido en valina asignado por los laboratorios participantes en el CCQM-K55.c (en azul)
y en el CCQM-P117.c (en rojo).

Cabe resaltar la elevada disparidad en los resultados obtenidos mediante RMN
cuantitativa, considerada la técnica de referencia para la determinacioén directa de la
pureza de sustancias organicas, los cuales varian entre 981 y 996 mg/g, de acuerdo con
el informe. Este hecho demuestra la dificultad que entrafia la asignacion de la pureza de
compuestos organicos, incluso de aquellos de estructura sencilla y elevada pureza como
en este caso, y pone de manifiesto la necesidad real de desarrollar nuevos métodos que

permitan la determinacion de la pureza de estandares organicos.
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Por ultimo, tras la puesta a punto y validaciéon del método desarrollado para la
certificacion de pureza de sustancias organicas de bajo peso molecular, se evalud su
potencial en la determinacién de pureza en masa de péptidos sintéticos, moléculas de
mayor peso molecular y para las que el nimero de patrones certificados disponibles es
muy escaso a pesar de la gran demanda que existe debido principalmente a su

utilizacion como estandares en protedmica cuantitativa.

Para cuantificar una o varias proteinas concretas en una muestra, una de las
estrategias mas utilizadas consiste en utilizar como estandar de cuantificacion un
péptido triptico, marcado isotdpicamente, caracteristico de cada una de las proteinas de
interés. El estandar andlogo marcado se adiciona a la muestra en cantidad conocida y se
realiza la digestion triptica de la misma, liberandose de este modo el péptido natural
proveniente de la proteina. La cantidad de proteina de interés presente en la muestra de
determina mediante la relacidon de sefiales entre el péptido proveniente de la digestion de
la proteina y el analogo marcado, asumiendo que la digestion de la proteina es
completa. Por tanto la exactitud y precision de la cuantificacion dependerd en gran

medida de la disponibilidad de un estandar caracterizado adecuadamente.

Sin embargo, la obtencion de péptidos sintéticos de elevada pureza, libres de otras
impurezas tanto peptidicas como no peptidicas (sales) y con un grado de hidratacion
conocido, es muy dificil y en muchas ocasiones imposible. Por ello la determinacion de
la pureza en masa del péptido es critica. Por el contrario, inicamente una estimacion de
la pureza de un péptido sintético mediante porcentaje de area utilizando LC con
deteccion UV-VIS no seréd suficiente para conocer la pureza real del mismo, ya que
muchas de las impurezas que acompaiian a un péptido patron no generan sefal en este
detector o bien presentan una sensibilidad muy distinta de la del componente principal.
Por todo ello, para caracterizar adecuadamente un péptido sintético y obtener asi una
cuantificacion exacta, debe de determinarse el contenido en péptido, es decir debe de
cuantificarse la cantidad de péptido en el patron sintético. Normalmente esta
determinacion se realiza mediante andlisis de aminoacidos tal y como ya se ha
explicado anteriormente. La determinacion por andlisis de aminoacidos es un proceso
largo y complejo que requiere de un control cuidadoso de la etapa de hidrolisis quimica

para, por un lado, conseguir que la reaccion se complete totalmente y, por otro, evitar
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la degradacion de los aminodcidos liberados. Ademés son necesarios estandares
marcados isotopicamente de los aminoacidos involucrados para realizar una
cuantificacion exacta y precisa. Si ademds se quiere obtener un resultado trazable, es
necesario adquirir patrones de abundancia natural certificados de dichos aminoacidos.
Igualmente debe tenerse en cuenta que el método no distingue el péptido de interés de
otras impurezas peptidicas que puedan estar presentes, ya que éstas también liberardn
aminoacidos durante la hidrolisis, con lo cual deben analizarse estandares de elevada
pureza o bien debe realizarse previamente un analisis de impurezas (LC, CE o MALDI),
y utilizar el dato de porcentaje en area para corregir el resultado obtenido mediante
analisis de aminodcidos. Debido a la complejidad y a las multiples posibles fuentes de
error que presenta el analisis de aminoacidos, el método desarrollado en la presente tesis
doctoral podria constituir una buena alternativa en la certificacion trazable de la pureza

en masa de péptidos sintéticos.

En el articulo cientifico V se recogen los resultados obtenidos en la determinacion
de la pureza en masa de estandares de péptidos mediante LC-oxidacion-IDMS. El
procedimiento en este caso es el mismo que el comentado anteriormente para la
separacion y cuantificacion de la mezcla de aminoacidos. El péptido se diluye en agua o
en un buffer inorganico adecuado y se inyecta en el cromatoégrafo de liquidos, en donde
se separa el pico de interés de sus posibles impurezas. A continuacion se introduce el
flujo del trazador y se produce la oxidacion en la interfase, la cual esta acoplada en linea
con el cromatografo. Por ultimo se mide la relacion isotopica 12C02/13C02 en el
espectrometro de masas. El patron interno de cuantificacion puede adicionarse en la

propia disolucién del péptido o bien inyectarlo post-columna durante el cromatograma.

Para la evaluacion del método se utilizaron tres péptidos sintéticos distintos, uno
comercial de bajo peso molecular (BAX inhibiting peptide v5, VPMLK, MW: 586,3);
un péptido triptico real (péptido T4 de la proteina Cistatina C, ALDFAVGEYMK, MW:
1225,6) y un material de referencia certificado (NIST 8327), compuesto por tres
péptidos liofilizados certificados en pureza en masa, de los cuales se utiliz6 el péptido A
(DAEPDILELATGYR, MW: 1561,76). Dado que a excepcion del material de
referencia, los péptidos utilizados no estaban certificados en pureza, la validacion de los

resultados es estos casos se llevo a cabo por comparacion con otras técnicas.

195



Discusion integradora

Debido a la limitacion del método en lo que al uso de modificadores organicos se
refiere, se optd por la cromatografia de intercambio i6nico para las etapas de separacion,
ya que la elucion de los analitos se produce mediante gradiente de sales, no siendo
obligatoria la utilizacion de disolventes organicos. Para el péptido BAX, se utilizd una
columna de intercambio cationico fuerte (Thermo Biobasix SCX, 100xImm) ya que es
un péptido de caracter basico (pI=10,1), mientras que para los otros dos péptidos, ambos
de caracter acido (pI=4,07 y 3,59 respectivamente), se obtuvo una buena resolucion
utilizando una columna de intercambio anionico débil (Tosoh TSKgel DEAE-2SW,

250x2mm).

Para las primeras evaluaciones se utilizd el péptido BAX, un péptido de pequefio
tamafo para el que era esperable obtener una buena cromatografia en condiciones 100%
acuosas y una recuperacion completa de la columna. El sélido se disolvio en agua y se
cuantifico la disoluciéon mediante el método desarrollado, obteniendo un valor de
concentracion para el péptido de 655+15 ng/g (1SD, n=15). Para contrastar el valor
obtenido, se analizd otra alicuota de la disolucion mediante ICPMS, aprovechando que
el estandar tenia un dtomo de azufre en su estructura debido a la metionina. Se realiz6
un primer analisis mediante LC-ICPMS utilizando cromatografia de fase reversa, para
descartar la presencia de impurezas con azufre y a continuacion se cuantifico la
disolucion por FIA-ICPMS, y utilizando un patrén certificado de metionina para la
calibracion de la sefal. Se obtuvo una concentracion de 638+20 pg/g (1SD, n=5), que

concuerda bien con el resultado obtenido por LC-oxidacion-IDMS.

Para validar el método se analiz6 el material de referencia NIST RM8327. De los tres
péptidos sintéticos que componen este material, se selecciono el péptido A, con un valor
certificado de pureza en masa de 69+11% (k=4,303), ya que constituye un buen ejemplo
de péptido triptico. El wvalor certificado fue obtenido mediante una compleja
metodologia que incluye un analisis de aminoacidos en combinacion con medidas de
absorcion UV-VIS del péptido en disolucion. Por un lado la pureza del péptido se
determind mediante un analisis de aminoacidos convencional, realizando una digestion
del péptido en HC1 6M a 150°C durante 90 minutos, y utilizando dos patrones internos,
norvalina y sarcosina, para corregir posibles pérdidas de material durante la digestion de

la muestra. A continuacion los aminoacidos se derivatizaron con o-ftalaldehido (OPA) o
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con 9-fluorometil-cloroformiato (FMOC) y se determinaron mediante LC utilizando dos
sistemas de deteccion, UVVIS y fluorescencia. Paralelamente se realizaron medidas de
absorcidn en ultravioleta en disoluciones acuosas del péptido. Se calcul6 la absorbancia
neta a 280nm, restando la absorbancia obtenida a 350nm de la obtenida a 280nm, y el
valor se compar6 con el tedrico calculado en funcion de la secuencia de aminoacidos

del péptido, para obtener la pureza en masa del péptido.

Mediante el método propuesto en la presente tesis doctoral, la asignacion de la
pureza en masa se realiza de manera directa tras la puesta en disolucion en agua del
material liofilizado. Se prepar6é una disolucion de aproximadamente 150 pg/g de
péptido y se midid por quintuplicado. El estandar interno se inyectd post-columna dado
que co-eluia con el péptido. Se obtuvo un valor de pureza de 61+2% (1SD), el cual esta
dentro del intervalo de confianza del certificado. Cabe destacar que la columna de
intercambio anidnico utilizada en este caso permitid obtener un buen perfil de pico
cromatografico para el péptido en condiciones 100% acuosas, asi como una buena

resolucion de las impurezas relacionadas tal y como puede verse en la Figura 30.
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Figura 30. Cromatograma obtenido por intercambio anidnico del material RM8327 (péptido A). El
estandar de cuantificacion (KHP) se inyectd post-columna tras la elucion del péptido.
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Los péptidos pueden tener propiedades fisico-quimicas muy distintas en funcion de
la secuencia de aminoacidos que los componen. Por ello es previsible que no sea posible
para todos los casos, tener una buena cromatografia sin utilizar modificadores
organicos, requisito imprescindible en el método desarrollado. Por esta razon se propuso
un método alternativo al método directo ya explicado, en el que la etapa de separacion
cromatografica se lleva a cabo en un instrumento de LC semipreparativo. Se recoge la
fraccion de interés y tras evaporar a sequedad, se redisuelve en agua o buffer y se
inyecta directamente en la interfase de oxidacion para determinar la cantidad del
compuesto. Al separar la cromatografia de la deteccion, es posible seleccionar y
optimizar las condiciones de la separacion sin las restricciones del método directo en
cuanto al uso de disolventes organicos, los cuales son eliminados en la etapa de
evaporacion previa a la medida. Para la validacion se determind de nuevo el péptido A
del material de referencia NIST RM8327. Un vial con el material liofilizado (Img) se
disolvio en agua ultrapura (ImL) y se inyecté (100uL) en un equipo de LC
semipreparativa utilizando una columna de fase reversa y acetonitrilo como modificador
organico. Se recogid la fraccion correspondiente al péptido de manera que la totalidad
del compuesto eluido fuese transferida al vial de recoleccion. Es esencial evitar
cualquier pérdida de compuesto durante esta etapa ya que en este caso concreto, el
certificado de pureza esta referido al material s6lido de partida. Cada una de las cuatro
fracciones recogidas, se llevd a sequedad para eliminar el modificador organico, se
redisolvio en agua y se inyectd por quintuplicado en la interfase de combustion para
determinar la cantidad de péptido presente. El estandar de cuantificacion (KHP), se
inyectd por triplicado. El valor de pureza obtenido fue de 62+2%, que concuerda
perfectamente con el hallado anteriormente mediante el método directo y también con el

valor certificado.

Por ultimo tras haber validado ambas alternativas, se procedio a la certificacion de un
péptido triptico real, en concreto el péptido T4 de la proteina Cistatina C
(ALDFAVGEYMK, MW: 1225,6). El compuesto se adquiri6 como sélido liofilizado
con una pureza UV-VIS >80%, y se purificd en el laboratorio mediante RP-LC
semipreparativa, cogiendo sélo la parte central del pico cromatografico para eliminar las
impurezas que habitualmente eluyen en el frente y en la cola de estos estandares

sintéticos. Una alicuota de la disolucion purificada se envidé a un laboratorio experto
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(PTB, Physikalisch-Technische Bundesanstalt, Alemania) para certificar la
concentracion de péptido por andlisis de aminoacidos y dilucién isotopica. El valor
asignado por el PTB, 490,0+7,1ug/g se tomd como valor de referencia. Otra alicuota de
esta disolucion se determind mediante FIA-oxidacion-IDMS, inyectando directamente
en la interfase de oxidacion, y ademds, para descartar completamente la presencia de
otras impurezas, se determind adicionalmente incluyendo una etapa de cromatografia
por intercambio anionico. Los valores de concentracion obtenidos fueron 494,1 + 10,8
ng/g 'y 476,5 = 10,9 npg/g (1 SD) respectivamente, siendo ambos valores

estadisticamente indistinguibles entre si y del valor tomado como referencia.

A la vista de los resultados obtenidos se puede concluir que el método de dilucién
isotdpica en linea de carbono permite determinar la pureza real (en tanto por ciento en
masa) de estandares de péptidos de una manera rapida, sencilla, exacta y precisa.
Ademas la trazabilidad del método queda asegurada ya que la cuantificacion se realiza
con referencia a un patron primario. El método puede constituir una buena alternativa,
mucho mas rapida, al andlisis de aminoacidos a la hora de certificar la pureza de
péptidos para su posterior uso como estandares de cuantificacion, o como técnica

complementaria para confirmar los resultados obtenidos por AAA.
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Conclusiones

Como conclusion general del trabajo desarrollado en la presente Tesis Doctoral se
puede decir que es posible extender el concepto de dilucion isotdpica no especifica (en
linea) al analisis de compuestos puramente orgdnicos mediante el empleo de una
reaccion quimica (combustion u oxidacidon) de manera que todos los analitos y el
trazador enriquecido son convertidos a una misma especie quimica (CO;). De esta
forma se garantiza una respuesta independiente del compuesto sin importar la fuente de

ionizacion utilizada.

A continuacién se resumen las principales conclusiones concretas que se derivan del

trabajo realizado:

1.-Se ha modificado un instrumento GC-MS comercial que ha permitido realizar por
primera vez, andlisis por dilucion isotopica en linea para la determinacion de
compuestos organicos a partir de su contenido en carbono. Se ha demostrado, para
compuestos volatiles y estables térmicamente, que la respuesta instrumental es
independiente de la especie y se han cuantificado con aceptable exactitud y precision
diferentes familias de compuestos orgéanicos volatiles sin la necesidad de utilizar
patrones especificos de calibracion. Las modificaciones realizadas pueden instalarse de
manera sencilla y con un coste relativamente bajo en cualquier instrumento GC-MS y
ademads, no alteran el funcionamiento normal del equipo, manteniendo sus excelentes

caracteristicas en cuanto a sensibilidad y capacidad de identificacion de compuestos.

2.-La informacion cuantitativa se obtiene de forma inmediata mediante la integracion
del cromatograma de flujo mésico sin necesidad de construir rectas de calibracién con
patrones especificos. Por tanto el método desarrollado constituye una herramienta muy
util para el estudio cuantitativo y la optimizacion de etapas de preparacion de muestra

tal y como se ha demostrado para el caso concreto de la microextraccion en fase solida.

3.-Se ha evaluado el concepto de la dilucion isotdpica en linea de carbono para la
deteccion y cuantificaciéon de carbono inorganico disuelto en agua (DIC) con buena
exactitud y precision, utilizando una membrana permeable para la extraccion del CO,

natural y enriquecido de la fase acuosa.

4.-Se ha evaluado y optimizado la reaccion de oxidacion de persulfato sodico en

medio 4cido para la oxidacién cuantitativa a CO, de compuestos organicos puros
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solubles en agua, demostrandose que para ciertas estructuras moleculares, se requieren
condiciones mas drasticas para conseguir una oxidaciéon completa. Se cuantificaron con
buena exactitud y precision diferentes compuestos organicos solubles en agua
(aminoacidos, azucares y otras biomoléculas) utilizando un Unico patrén primario,
ftalato acido de potasio, con lo que los resultados obtenidos son directamente trazables
al Sistema Internacional de unidades. De hecho, la metodologia desarrollada se valido
como método directo para la determinacidn de la pureza de sustancias organicas polares
y de bajo peso molecular mediante la participacion en el ejercicio de intercomparacion

CCQM-P117.c.

5.-Se ha demostrado que la dilucion isotopica en linea empleando carbono-13 como
trazador, se puede aplicar a la determinacion de la pureza de péptidos sintéticos, para su
posterior uso como estandares. A pesar de la imposibilidad de utilizar modificadores
organicos, es posible obtener una buena resolucién cromatografica con fases moviles
acuosas, empleando técnicas de intercambio idnico. Se ha propuesto un método
alternativo, utilizando un LC preparativo para la purificacion, para aquellos péptidos
que no puedan eluirse adecuadamente en condiciones 100% acuosas. Ambos métodos
se validaron mediante el analisis de distintos péptidos sintéticos, comparando los
resultados con los obtenidos por otras técnicas establecidas, y de un material de

referencia certificado.
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