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1 Resumen de las ideas clave

La cromatografia de gases y la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) son
dos técnicas de separacion de analitos que permiten identificar y cuantificar un
gran nUmero de compuestos. Para la cuantificaciéon de compuestos, existen
diversas técnicas como la normalizacién de dreas, el método de patrén externo o
el método de patrén interno. En este objeto de aprendizaje se va a describir cémo
llevar a cabo la cuantificacién de compuestos por el método de patrdn interno.

2 Introduccion

En las técnicas de cromatografia de gases y HPLC, cuando se realiza un andlisis, se
obtiene un cromatograma. Un cromatograma es la representacion grdfica de la
senal que da el detector al paso de los distintos analitos en funcién del tiempo. En
un cromatograma se observan una serie de picos que se corresponden con los
analitos detectados. Cada pico sale a un tiempo de retencién (tr) determinado y
tiene una altura y drea determinadas. El tr es el pardmetro que se emplea para
llevar a cabo el andlisis cualitativo. Para hacer un andlisis cuantitativo se puede
utilizar la altura del pico o el dreq, siendo éste Ultimo el mdas empleado por su
mayor precision.

3 Objetivos

Los objetivos de este articulo son que el alumno sea capaz de:

= Disenar el procedimiento a seguir para cuanfificar compuestos por
cromatografia en columna mediante el método del patréon interno.

= Cuantificar un compuesto presente en una muestra a partir de los
cromatogramas de los patrones y de la muestra.

4 Desarrollo

El andlisis de alimentos y el control de calidad requieren metodologias que sean
exactas, precisas, muy sensibles y con bajos limites de deteccidn. Por ejemplo, en
el campo de control oficial de alimentos, las concentraciones de algunos
compuestos tdxicos que es necesario determinar son de magnitudes muy bajas,
por lo que se requieren potentes técnicas de andlisis que permitan la identificacion
y cuantificacién de estos compuestos. En este sentido la cromatografia de gases y
la cromatografia liquida de alta resolucion son dos de las técnicas mads
adecuadas. Debido a la importancia de estos métodos de andlisis, es necesario
saber disefar procedimientos adecuados para la cuantificacién de compuestos
analizados por ambas técnicas.
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4.1 Preparacion de patrones y obtencion de los
cromatogramas

Cuando se quiere cuantificar un compuesto presente en una muestra por el
método del patrén interno, los pasos a seguir son los siguientes:

1. Preparar una serie de disoluciones de concentraciones crecientes, del
patrén correspondiente al compuesto a cuantificar. El intervalo de
concentraciones ha de ser similar a la concentracion del analito en la
muestra problema.

2. Anadir a cada uno de los patrones y a la muestra una misma cantfidad o
concentracion de patrén interno. El patrén interno ha de ser un compuesto
de naturaleza similar al analito a determinar, pero que no esté presente en
la muestra. Por ejemplo, en un andlisis de azucares en fresas un pafrén
interno podria ser lactosa, ya que se trata de un azlcar, pero no estd
presente en las fresas.

3. Inyectar el mismo volumen en el cromatégrafo de cada una de las
disoluciones patrén que contienen el patrén interno, asi como del extracto
de la muestra que también contiene el patrén interno. De esta forma
tendremos los distintos cromatogramas de los patrones (un cromatograma
para cada disolucion patrén) y el cromatograma de la muestra.

Eiemplo 1: Si se quiere determinar un analito cuya concentracién en el extracto de
la muestra, se espera que esté comprendida en un margen de 350 a 550 mg/L, se
podrian preparar e inyectar en el cromatégrafo 4 disoluciones patréon que ademds
contfuvieran una misma concenfracion de patrén interno (p.i.), con las siguientes
concentraciones:

« Patrén 1: 300 mg/L analito + 350 mg/L p.i.
« Patrén 2: 400 mg/L analito + 350 mg/L p.i.
« Patrén 3: 500 mg/L analito + 350 mg/L p.i.
« Patrén 4: 600 mg/L analito + 350 mg/L p.i.

A la muestra se le adicionaria patréon interno, de forma que la concentracién de
patrén interno en el extracto de la muestra fuera la misma que en las disoluciones
patrén y se inyectaria en el cromatografo. Asi, la muestra tendria una
concentracién desconocida de analito y 350 mg/L de patrén interno:

*  Muestra: 52 mg/L analito + 350 mg/L p.i.

Los cromatogramas obtenidos al inyectar cada una de las disoluciones patrén vy la
muestra serian los que se muestran en las Figuras 1 a 5.
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Figura 1. Cromatograma de la disolucion patrén 1 (300 mg/L analito + 350 mg/L p.i.).
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Figura 2. Cromatograma de Ia disolucion patrén 2 (400 mg/L analito + 350 mg/L p.i.).

En el cromatograma de cada disolucidon patrén y en el cromatograma de la
muestra saldrd el pico correspondiente al analito y el pico correspondiente al
patrén interno. En la Figura 5, donde se muestra el cromatograma de la muestra,
ademds del pico del analito y del pico del p.i., se observan una serie de picos que
corresponderian a otros compuestos presentes en la muestra distintos del analito
gue estamos cuantificando.

Tal y como se muestra en las Figuras 1-5, el tr del pico del analito serd el mismo en
todos los cromatogramas; el tr del pico del patrén interno serd distinto del tr del
analito y se mantendrd constante en todos los cromatogramas. El drea de los picos
serd diferente dependiendo de la concentracion de analito; por tanto, el drea del
pico de andlito ird aumentando conforme aumenta la concentracién en los
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patrones (drea del patrén 1 < drea patrén 2< drea patrdn 3 < drea patrdn 4). Dado
que la concentracidn de patrdn interno se mantiene constante en todas las
disoluciones patrén y en la muestra, el drea del p.i. deberia ser similar en todos los
cromatogramas.
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Figura 3. Cromatograma de Ia disolucion patrén 3 (500 mg/L analito + 350 mg/L p.i.).
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Figura 4. Cromatograma de Ia disolucion patrén 4 (600 mg/L analito + 350 mg/L p.i.).
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Figura 5. Cromatograma de la muestra (3¢ mg/L analito + 350 mg/L p.i.).

4.2 Cuantificacion del analito

5COmo se puede cuantificar el analito en la muestra con los datos del
cromatograma?

» En primer lugar hay que hacer una tabla que contenga los siguientes datos:
concentracién de andalito, concentracién de patrdn interno, drea del pico
del andlito y drea del pico del patrdn interno. Se calculard la concentracién
de analito/concentraciéon de p.i. y el drea del andlito/drea del p.i.,
incluyéndose estos valores en la tabla.

« Con estos datos se construird la recta de calibrado, mediante la
representacion del “drea del analito/drea del p.i.” frente a “concentracién
del analito/concentracién del p.i.".

« Con la ecuacién de la recta podemos calcular la concentracidon de
analito/concentracién del p.i. sustituyendo "y" por el drea del analito/drea
del p.. en el cromatograma de la muestra y despejando “x" que
corresponde a la concentracién de analito/concentracion de p.i.

* La concentracién de andlito se calculard multiplicando el valor obtenido
para “x" por la concentracién del p.i.

Vedmoslo con un ejemplo.

Continuacién Ejemplo 1: Siguiendo con el ejemplo anterior, supongamos que las
dreas obtenidas han sido las que se muestran en la Tabla 1.

Representando drea del analito/drea del p. frente a concentracién de
analito/concentracién de p.i. se obtiene la recta de calibrado que se muestra en
la Figura 6.
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C anadlito | Area | Cp.i. Area | C analito/C p.i. | Area analito/Area p.i.
(mg/L) analito | (mg/L p.i.
Patrén 1 300 450,7 350 905,7 0,86 0,50
Patrén 2 400 804,9 350 901,3 1,14 0,89
Patrén 3 500 1150,2 350 890, 1 1,43 1,29
Patrén 4 600 1405,6 350 897.8 1,71 1,57
Muestra 59 1268,4 350 903,6 52/350 1,40

Tabla 1. Concentraciones y dreas de los picos del analito y del patrén interno (p.i.)
obtenidas en los cromatogramas de los patrones y en el de la muestra.

A analito/A p.i.
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Figura 6. Recta de calibrado obtenida con los datos de la Tabla 1.

Para calcular la concentracién en el extracto de la muestra se siguen estos dos
pPasos:

En la ecuacién de la recta de calibrado se sustituye “y" por el drea de
analito/drea de p.. obtenida en el cromatograma de la muestra
b ”

(1268,4/903,6 = 1,40) y se despeja “x" que es la concentracidén de
analito/concentracidén de p.i. en el extracto de la muestra:

C analito/C p.i. =x = (1,40+0,5593)/1,2611 = 1,56

La concentracion de analito se obtiene multiplicando el valor calculado
para “x" (1,56) por la concentraciéon de p.i. (350 mg/L):
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C de andlito en el extracto de la muestra = 1,56 * 350 (mg/L) = 544,8 mg/L

5 Cierre

A lo largo de este objeto de aprendizaje hemos visto cdmo preparar una serie de
patrones para cuantificar un compuesto por cromatografia de gases o por HPLC,
utilizando el método del patrdn interno. Asimismo, se ha detallado qué pardmetro
del cromatograma se utiliza para cuantificar y cudles son los pasos a seguir en la
determinaciéon de la concentracion de analito en una muestra por este método.
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