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4. Tècniques multidimensionals

En aquest apartat, s’han desenvolupat metodologies analítiques basades en la

cromatografia bidimensional integrada GC×GC. Aquest treball s’ha realitzat en el marc

d’una estada al Analytical Chemistry and Applied Spectroscopy Department de la

Vrije Universiteit d’Amsterdam (Holanda), on es va col·laborar amb l’equip

investigador del Dr. René Vreuls i del Dr. Udo Brinkman.

La cromatografia bidimensional integrada GC×GC consisteix en connectar en

sèrie dues columnes cromatogràfiques de propietats diferents per l’intermediari d’un

modulador que permet reinjectar els compostos que elueixen de la primera columna a la

segona columna sense perdre la separació obtinguda en el primer sistema cromatogràfic.

Els detalls i avantatges d’aquesta tècnica ja han estat a bastament detallats en la secció

1.1.2 d’aquest treball però és interessant tornar-ne a destacar un parell de punts. A més

del gran increment de peak capacity la tècnica també permet l’obtenció d’estructures

ordenades químicament fet que facilita la identificació tant de les diferents famílies

químiques ja observades com de nous compostos. Degut a la reduïda amplada dels pics

cromatogràfics en la segona dimensió ja s’ha comentat que es necessita emprar

detectors que siguin suficientment ràpids per a realitzar-ne el seguiment.

En el primer treball s’optimitza una metodologia basada en l’acoblament a un

espectròmetre de masses de temps de vol ToF MS per a caracteritzar la lanolina, que

s’utilitza com a referència d’una barreja complexa de lípids. Aquest detector permet

d’obtenir una quarta dimensió d’informació que correspon als espectres de masses dels

diferents compostos sense les limitacions que encara presenten els quadrupols (reduït

interval de masses, manca d’estabilitat dels espectres de masses i velocitat d’escaneig

limitada).

En el segon treball s’introdueix per primera vegada el concepte anomenat de la

twin GC×GC. En l’apartat corresponen se’n presenten les característiques i se’n

descriuen les potencialitats. Aquest sistema correspon a l’acoblament en paral·lel de dos

sistemes de GC×GC de característiques diferents acoblats a dos FIDs. Aquesta tècnica

ens permet obtenir més informació ja que al temps de retenció de les dues dimensions

de la GC×GC habitual s’hi afegeixen els temps de retenció de les dues dimensions del

sistema en paral·lel i les abundàncies dels dos detectors. La twin GC×GC també permet

de combinar els beneficis del sistema ortogonal i del sistema no-ortogonal.
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4.1 Aplicació de la GC×GC-ToF MS a la caracterització de lípids

En aquest apartat es presenta l’article, “Characterization of lipids in complex

samples using comprehensive two-dimensional gas chromatography with time-of-flight

mass spectrometry”, que per primer cop introdueix la tècnica de la GC×GC-ToF MS

per a la caracterització de lípids. Com ja s’havia fet per a les tècniques

monodimensionals la lanolina ha estat emprada com a matriu de referència degut a la

seva complexitat.

En aquest treball es fa palesa la rellevància del procés de derivatització de la

mostra en el procés analític. La derivatització, massa sovint, tan sols s’utilitza com un

procés per a aconseguir fer cromatografiables substàncies que d’una altre manera no ho

serien. Ara bé, realment aquesta etapa, ben utilitzada, pot permetre realitzar un salt

qualitatiu important i facilitar-nos molt les fases posteriors de l’anàlisi. En efecte, les

tècniques de derivatització poden permetre de derivatitzar grups funcionals específics en

funció de l’agent derivatitzant escollit i també poden ajudar a la detecció i identificació

dels compostos d’interès. Els compostos derivatitzats poden, d’aquesta manera,

presentar una millor resposta amb el detector emprat (obtenint millors LODs i LOQs) i

mostrar ions característics (informació estructural) que permetin una més fàcil

identificació.
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4.2 Twin comprehensive GC×GC

El concepte de twin GC×GC s’ha presentat en l’article, “Twin comprehensive

two-dimensional gas chromatographic system: concept and applications.”. Aquesta

tècnica permet de combinar la GC×GC ortogonal (primera dimensió apolar – segona

dimensió polar) amb la GC×GC no-ortogonal (primera dimensió polar – segona

dimensió apolar). D’aquesta manera aconseguim obtenir en un sola anàlisi les

estructures químicament ordenades dels dos sistemes. En l’article es descriu tant els

aspectes més tècnics d’aquest sistema cromatogràfic com diferents aplicacions que en

demostren el seu interès emfatitzant molt especialment la complementarietat de la

informació obtinguda pels dos sistemes cromatogràfics en paral·lel.
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4.3 Discussió de resultats

La GC×GC ha permès a les tècniques multidimensionals realitzar un salt

qualitatiu molt important No obstant això, dels resultats obtinguts en aquest apartat, és

interessant ampliar alguns trets rellevants. Dels sistemes de columnes provats, la

columna de 50 m ID és la més innovadora tot i que que la utilització d’aquestes

columnes de petit diàmetre en GC×GC ja s’havia realitzat [Adahchour et al., 2003]. Per

analitzar els resultats obtinguts és interessant referir-se a un treball excel·lent, que

avaluava els efectes de la pressió del gas portador en el número de plats cromatogràfics

d’un sistema de GC×GC i on es veu que el model clàssic de les corbes de van Deemter

de la 1DGC no pot ser immediatament extrapolat a la GC×GC [Beens et al., 2005].

Normalment, s’hauria d’esperar d’una columna de 50 m ID més resolució

cromatogràfica degut a que es redueix l’alçada teòrica del plat cromatogràfic i aquest fet

hauria de compensar la menor longitud de la columna (0.5 m × 50 m ID (column set 2)

vs 1 m × 100 m ID (column set 1)) (Taula 1 pàgina 108 [Jover et al., 2005]). No

obstant això, varem obtenir millor resolució cromatogràfica amb la columna de 100 m

ID que amb la de 50 m ID (Taula 2 pàgina 109 [Jover et al., 2005]). Encara que la fase

estacionària no és la mateixa i per tant, la selectivitat hi entra en joc, aquests resultats,

poden ser explicats per la velocitat lineal del gas portador en la segona dimensió que

s’allunya molt de l’òptim. En efecte, en el column set 2, la velocitat lineal, degut al

menor diàmetre, és 25 cops superior en la segona dimensió que la velocitat lineal en la

primera dimensió. De fet aquest comportament coincideix amb el que descriu Beens

(Taula 3), on s’observa que la columna de 50 m ID té un número de plats inferior

(3800) a la de 100 m ID (7100).

Taula 3. Extreta de [Beens et al., 2005].
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En aquest aspecte una de les conseqüències de la utilització de la GC×GC és que

no es pot estar treballant en condicions òptimes de velocitat lineal en les dues

dimensions simultàniament. Això es pot veure bé a la Figura 8 on els màxims en

número de plats per a la primera i la segona dimensió corresponen a pressions en cap de

columna molt diferents Així doncs, és necessari, en funció de l’aplicació, triar unes

condicions que permetin optimitzar la separació o bé en la primera dimensió o bé en la

segona. Finalment, cal destacar que quan menys diferència hi hagi entre el diàmetre

intern de les dues dimensions menys allunyats estaran els òptims respectius. Per tant, en

el nostre cas s’han obtingut millors resultats quan la columna de la segona dimensió era

una 100 m ID. Així, amb les columnes de 50 m ID obtenim separacions més ràpides

però amb una pitjor resolució. El següent pas seria de disminuir el diàmetre intern de la

primera dimensió a fi i efecte de que els óptims de les velocitats lineals d’ambdues

columnes sigui el més proper possible.

Figura 8. Extreta de [Beens et al., 2005].
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En el mateix article es comenta que una altre de les limitacions de les columnes

de 50 m és la poca capacitat d’introducció de mostra però això tan sols és cert si es

treballa en una dimensió. La capacitat d’introducció de mostra és proporcional a d3, sent

d el diàmetre intern de la columna, i per tant passant d’una columna de 250 m ID a una

de 50 m, la capacitat de mostra en 1DGC es veu reduïda d’un factor 125. Però en

GC×GC, no tota la mostra injectada en el sistema arriba simultàniament a la segona

dimensió, cal recordar que cada pic cromatogràfic està modulat entre 4 i 5 cops i que es

solucionen la majoria de coelucions, per això cal matisar aquesta limitació. Resumint, la

capacitat d’introducció de mostra en GC disminueix molt significativament al disminuir

el diàmetre intern de la columna, no obstant, aquesta limitació és més important en

1DGC que no en GC×GC.

En la introducció de la secció 4.1 i en la introducció general ens referíem a la

importància que poden tenir els processos de derivatització en les metodologies

analítiques. Aquest fet es veu perfectament reflectit en el treball presentat on depenent

de la metodologia emprada s’aconsegueix una millor o pitjor separació en la segona

dimensió. El fet que, com s’ha demostrat, la retenció en la segona dimensió depengui de

les propietats fiscoquímiques dels compostos d’interès i més concretament del seu log

KOW fa que es pugui preveure l’efecte de l’agent derivatitzant en funció de veure com

modifica el log KOW dels compostos d’interès.

En aquest apartat, també s’ha observat la qualitat deficient per les masses grans

dels espectres obtinguts amb el ToF MS Pegasus II (LECO, St. Joseph, MI, USA). Però,

sembla ser que aquest problema, ja ha estat corregit en la última versió de l’aparell

(Pegasus IV) que utilitza un sistema de calibració en continu. Això hauria de permetre

d’aprofitar millor les potencialitats de l’equip pel que fa la identificació i quantificació

automàtica dels compostos desconeguts.

Cal comentar també que s’ha observat que quan treballem en isoterma tenim un

eixamplament del pic en les dues dimensions (Figura 7 pàgina 113 [Jover et al., 2005]).

L’eixamplament en la primera dimensió és responsable de que els pics cromatogràfics

siguin modulats més cops perdent així sensibilitat. L’eixamplament en la segona

dimensió provoca el fenomen dels wrapped around (temps de retenció en la segona

dimensió superior al temps de modulació). Aquest fenomen, provoca també una pèrdua

de sensibilitat i augmenta el risc de coelucions. Actualment no es pot solucionar aquest

problema, però hi han dues possibles vies de treball. La primera consistiria a millorar la

estabilitat tèrmica de les columnes cromatogràfiques fet que permetria d’eluir tots els



4. Tècniques multidimensionals

127

compostos d’interès en la part programada de la rampa de temperatures. Així, s’evitaria

l’eixamplament dels pics cromatogràfics. La segona opció consistiria en poder anar

variant el temps de modulació durant el programa cromatogràfic. A l’arribar a

l’isoterma final, el temp de modulació s’aniria perllongant fins modular 4 o 5 cops els

pics, més amples, que eluiríen de la primera dimensió. Aquest fet també minimitzaria

els wrapped around encara que no evitaria una pèrdua de sensibilitat deguda a

l’eixamplament dels pics cromatogràfics a la segona dimensió.

El desenvolupament del sistema de Twin GC×GC, presentat a l’article de la

secció 4.2, representa combinar els avantatges dels sistemes ortogonals amb els dels

sistemes no-ortogonals. Quan es treballa en GC×GC s’acostuma a triar la primera

dimensió com sent la que es triaria si s’estigués realitzant la determinació per 1DGC.

Així, per exemple, si volguéssim determinar compostos polars es triaria una primera

dimensió polar. El problema sorgeix quan es desitgen analitzar simultàniament

compostos de característiques fisicoquímiques diferents. És en aquest cas que el sistema

de Twin GC×GC permet obtenir, al mateix temps, resultats cromatogràfics adequats per

compostos de diferents polaritats.

Un dels altres avantatges de la Twin GC×GC que cal destacar és el fet que

permet de confirmar la identificació dels diferents compostos sense necessitat d’emprar

una tècnica de MS. En efecte com ja s’ha comentat tant en el sistema ortogonal com en

el sistema no-ortogonal s’obtenen estructures químicament ordenades. Si un compost

s’identifica emprant un dels sistemes cromatogràfics com sent el membre d’una família

química (tenint el temps de retenció en les dues dimensions que el fan aparèixer en la

estructura química d’aquesta família), per a confirmar la seva identitat, en l’altre sistema

cromatogràfic haurà d’haver-hi la mateixa correspondència. De fet, en aquest cas, s’està

utilitzant l’alternativa que sempre s’ha tingut per a confirmar la identificació d’un

compost que és analitzar-lo en una columna de polaritat diferent.

S’ha comentat que un dels defectes de la GC×GC era la complexitat del

tractament de dades que implica. Aquest mateix defecte es veu augmentat en el cas de la

Twin GC×GC ja que estem generant el doble d’informació.

Però potser, el defecte més important d’aquesta tècnica és la seva pèrdua de

versatilitat, ja que sumem les limitacions dels dos sistemes cromatogràfics. En aquest

sentit, la temperatura màxima que podem assolir ens ve marcada per la columna

cromatogràfica que tingui una menor estabilitat tèrmica entre les quatre de que està

format el sistema. També, cal considerar que el sistema està constituït d’un sol
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modulador, tenint doncs, de ser el mateix temps de modulació en els dos sistemes. Això,

fa més difícil de mantenir un bon número de modulacions per pic cromatogràfic

(l’amplada de pic de la primera dimensió serà diferent per a cada sistema) i els

wrapped-around són menys evitables (els temps de retenció en la segona dimensió

també seran diferents per a cada sistema).

4.4 Conclusions

Les tècniques multidimensionals permeten obtenir una resolució cromatogràfica

més gran que les tècniques monodimensionals encara que impliquen una major

complexitat del sistema cromatogràfic i una menor robustesa. En aquesta Tesi Doctoral

s’ha desenvolupat una metodologia per a la caracterització de barreges lipídiques

complexes, emprant la lanolina com a matriu de referència. Com a resultat d’aquest

desenvolupament metodològic cal destacar els punts següents:

- S’han avaluat diferents sistemes de columnes obtenint els millors resultats en

emprar una columna de 5% fenilpolidimetil siloxà (10 m 0.25 mm ID) com a

primera dimensió i una BGB-WAX polietilè glicol (0.5 m 0.10 mm ID) com a

segona dimensió.

- S’ha desenvolupat un sistema de modulació per aire que permet modular

correctament els compostos amb un punt d’ebullició superior al del FA C14.

- S’ha constatat que un sistema de derivatització seqüencial basat en una metilació

seguida d’una sililació, permet obtenir una bona separació de les diferents

famílies químiques analitzades.

- La tècnica desenvolupada s’ha aplicat a la caracterització de diferents famílies

químiques de lípids (FAs, FALs, hidroxiàcids, diols i diacids).

- Degut a les millores obtingudes en la resolució cromatogràfica i en el soroll

s’han pogut identificar per primera vegada a nivell molecular els diacids en una

mostra de lanolina.

El sistema de twin GC×GC desenvolupat en aquesta memòria permet combinar

les propietats dels sistemes de GC×GC ortogonal i no-ortogonal. Del treball realitzat cal

destacar els punts següents:

- S’ha concebut un sistema de twin GC×GC emprant dos FIDs per a la detecció i

utilitzant un sistema de 2 fases quatre jets KT2001 com a modulador.
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- El sistema desenvolupat ha demostrat tenir una bona repetitivitat tant pel que fa

als temps de retenció en les dues dimensions com en el tractament quantitatiu

de les dades.

- La utilitat d’aquesta tècnica s’ha demostrat en diferents aplicacions (fragàncies

en olis d’oliva, FAMEs en olis d’oliva i en la caracterització dels contaminants

orgànics de sediments).


