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Abstract

Resumen

El creciente nimero de controles analiticos requeridos en areas como la sanitaria,
el medio ambiente o la alimentaciéon conlleva la necesaria automatizacién de los

procesos analiticos.

De acuerdo con ello, en esta tesis se han desarrollado, implementado y puesto a
punto nuevos métodos automaticos de andlisis robustos y econémicos para la
determinacién de analitos de interés medioambiental, clinico e industrial. La
automatizaciéon de las metodologias, empleando las técnicas de flujo MSFIA (analisis
por inyeccién en flujo multijeringa) y MPFS (sistemas de flujo multibomba), simplifican
de forma considerable el procesamiento analitico con un importante ahorro de
reactivos y tiempo, y permiten una mayor frecuencia de analisis, con la consecuente
reduccion del coste por andlisis y en la generaciéon de residuos. Los métodos
propuestos son selectivos, reproducibles, precisos, robustos y en casi su totalidad son

ejecutados sin la intervencion del analista.

Los métodos propuestos son los siguientes:

e Sistema de andlisis por inyeccion en flujo multijeringa (MSFIA) para la
determinacion de trazas de ortofosfato en aguas con deteccion

quimioluminiscente (CL).

e Sistema de andlisis por inyeccion en flujo multijeringa (MSFIA) para la
determinacion de glucosa basado en el uso de glucosa oxidasa inmovilizada y

detecciéon quimioluminiscente en fase homogénea.

e Sistema de andlisis en flujo multibomba (MPFS) para el anélisis

quimioluminiscente en farmacos. Determinacion de gabapentina.

e Sistema de andlisis por inyeccién en flujo multijeringa (MSFIA) para la
determinaciéon  espectrofotométrica  multicomponente  de  isémeros

nitrofendlicos por extraccion en linea sobre membranas copoliméricas.



Resumen

e Sistema de andlisis por inyeccién en flujo multijeringa (MSFIA) para la
determinacion espectrofotométrica multicomponente de derivados fendlicos a

nivel de trazas mediante un optrodo de reflectancia difusa.



Abstract

Resumo

O crescente niimero de controlos analiticos requeridos em diversas areas como o
médio ambiente, a industria sanitdria ou a alimentar, conduziu a necessidade de

automatizacao dos processos analiticos.

Indo de encontro a estes requisitos, nesta tese desenvolveu-se, implementou-se e
colocou-se em pratica novos métodos de andlise automaéticos robustos e econémicos
para a determinacdo de analitos com interesse ambiental, clinico e industrial. A
automatizacdo das metodologias aplicando as técnicas de fluxo MSFIA (analise por
injeccdo em fluxo com multiseringa) e MPFS (sistemas de fluxo com multibomba),
simplificam de forma consideravel o procedimento analitico com um decréscimo
importante de reagentes gastos e tempo de analise, permitindo uma maior frequéncia
de andlise, com consequente reducdo do custo de andlise e de geragdo de residuos
(quimica verde). Os métodos propostos sdo selectivos, reprodutiveis, precisos e

robustos.

Os métodos propostos sao os seguintes:

e Sistema de andlise por injeccdo em fluxo com multiseringa (MSFIA) para a
determinagdo traco de ortofosfatos em dguas com detecgdo quimioluminiscente

(CL).

e Sistema de andlise por injeccao em fluxo com multiseringa (MSFIA) para a
determinagdo de glucose baseado no uso da glucose oxidase imobilizada em

fase homogénea com deteccao quimioluminiscente.

e Sistema de andlise em fluxo com multibomba (MPFS) para a andlise

quimioluminescente em fdrmacos. Determinac¢do de gabapentina.

e Sistema de andlise por injeccdo em fluxo com multiseringa (MSFIA) para a
determinagdo espectrofotométrica multicomponente de isémeros nitrofendlicos

por extraccdo em linha em membranas copoliméricas.



Resumen

e Sistema de andlise por injeccdo em fluxo com multiseringa (MSFIA) para a
determinagdo espectrofotométrica multicomponente de derivados fendlicos a

nivel traco usando um optrodo de reflectancia difusa.
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1 Introduccion

El deseo de aumentar la calidad de vida ha hecho de los controles de calidad y la
conservacion del medio ambiente unos de los temas preferentes de la ciencia

contemporanea.

Los quimicos analiticos desempefian un papel fundamental en la evaluacién del
impacto que ejercen un niumero considerable de sustancias sobre el medio ambiente y
en los productos industriales, como farmacos, alimentos, etc. Para evaluar la incidencia
de las distintas sustancias es necesario desarrollar metodologias analiticas apropiadas
que permitan la obtencién de un gran ntimero de datos, con niveles de selectividad y
sensibilidad cada vez mas exigentes, en periodos de tiempo cada vez maés cortos y con
costos razonablemente bajos. En la actualidad es de gran importancia potenciar la
puesta a punto de nuevas metodologias analiticas que permita realizar un gran namero

de determinaciones con una minima demanda de recursos materiales y humanos.

1.1 Introduccién a las técnicas de flujo

El creciente nimero de controles analiticos requeridos en areas como la salud,
medio ambiente o la alimentacién hace surgir la necesidad de automatizacion de los

procesos analiticos.

La automatizacion permite reemplazar la actividad humana en tareas tediosas e
incluso peligrosas para el operador, proporcionando una mayor reproducibilidad al
minimizar la influencia del factor humano, ademas de incrementar la velocidad de
analisis, ya que hace posible la realizacién de un mayor nimero de analisis en un
menor tiempo. Las técnicas de anélisis en flujo también permiten la reduccién del
consumo de reactivos, con el consiguiente beneficio medioambiental y econémico.
Todo ello, junto con la disponibilidad comercial de instrumental y las ventajas
econdémicas que reporta a medio y largo plazo su incorporacién a los laboratorios de
investigacion e industriales, son razones a las que atribuir el auge de estos sistemas

automatizados de anélisis.
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1.1.1 Anélisis en flujo segmentado (SFA)

A mediados de los afios 1950, la introduccién en la medicina de los ensayos
clinicos como base del diagnéstico de enfermedades cre6 la necesidad de implementar
métodos automaticos en el andlisis quimico, al incrementarse el nimero de anélisis a
realizar en los laboratorios. El aumento de personal de laboratorio necesario para
realizar todos estos anélisis, no era una solucién viable econdmicamente. La solucién
alternativa a este problema surgié con el andlisis en flujo segmentado (SFA) [1], que
consiste en un conjunto de tuberias por el que circula la muestra y reactivos. Para
asegurar la homogeneidad quimica de la inyeccién sin riesgo de contaminacion entre
muestras consecutivas aspiradas se introducen burbujas de aire en el sistema y
segmentos de agua, para eliminar los restos de muestra adheridos a las paredes del
tubo. Las burbujas también impiden la dispersion de la muestra y facilitan la
generaciéon de un flujo turbulento con el objetivo de facilitar la mezcla de muestra y
reactivos en el segmento entre dos burbujas. Estas burbujas deben ser eliminadas antes

de llegar al detector

peristaltic air debubbler

puMmp Signal

air Detector

sample

reagent

(MO JW( JM({ JW( JM( )W . ( M|

Figura 1.1.- Sistema SFA.

El SFA fue muy bien aceptado por los laboratorios clinicos sobrecargados por los
analisis de rutina, y mdas tarde por laboratorios medioambientales, agricolas,
oceanogréaficos e industriales [2], no s6lo por el importante aumento en la frecuencia de

muestreo, sino también por el considerable ahorro en muestra y reactivos.
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No obstante, la introduccion de las burbujas de aire causa una serie de
inconvenientes como son la compresibilidad de la fase gaseosa que afecta a la forma de
la sefal, la baja eficiencia del separador de fases en linea, la imposibilidad de aplicar
métodos de flujo detenido y la dificultad de miniaturizar el analizador [3]. Por estos
motivos, las metodologias SFA han sido gradualmente reemplazadas por técnicas de

flujo no segmentado, como el andlisis por inyeccion en flujo (FIA) [4, 5].

1.1.2 Anélisis por inyeccién en flujo (FIA)

Esta técnica aparecié en 1975 propuesta por J. Ruzicka y E. H. Hansen [6], aunque
existen sistemas similares en articulos publicados con anterioridad por otros autores
[7- 10]. Aunque inicialmente parece muy similar al SFA (como se observa en la figura
1.2), tanto conceptualmente como en la practica es muy diferente. Los componentes
basicos son précticamente los mismos, pero el régimen de flujo es laminar, y no
turbulento, lo que reduce el peligro de la mezcla de una muestra con otra sin usar
burbujas de aire. Otra diferencia respecto al SFA es que en lugar de aspirar
continuamente muestra se intercala un volumen determinado de la misma en una

corriente de liquido portador mediante una vélvula de inyeccién.

MUESTRA
DETEGTOR

PORTALOR ( l |

Fla | IEI/)V\N»_[ ‘J-I b

ELIMINAGION
DE AIRE

|
BOMBA
/

AlRE / DETECTOR

51
MLUEF STHRA T { -T_“____\ 3 r ‘
SFA | L j
REACTIVEG

tiempo

OESECHG

Figura 1.2.- Representacion comparativa de los sistemas SFA y FIA.
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Las ventajas mds sobresalientes de los sistemas FIA son su configuracion
extremadamente simple, facil operacién y bajo costo. Ademads, la gran reproducibilidad
y el control de la dispersion permiten realizar medidas cinéticas de flujo detenido. La
réapida respuesta del FIA permite disponer de la informacién analitica en tiempo real y
la elevada resolucion temporal elimina la necesidad de recoger muestras individuales y
almacenarlas [11]. Esto es de gran interés especialmente cuando se debe evitar
manipular excesivamente las muestras debido a la inestabilidad de la muestra

analizada.

A pesar de las mencionadas ventajas del FIA, en comparacién con los
procedimientos manuales y técnicas de flujo precedentes, la incompatibilidad de los
tubos elasticos de las bombas peristdlticas con acidos o bases concentradas y
disolventes organicos, obliga a peridédicas recalibraciones del sistema [5]. La adsorciéon
fisica de analitos organicos sobre los tubos de Tygon es otra limitacion practica
cominmente descrita. Aunque los sistemas FIA permiten las determinaciones
multiparamétricas, utilizando un dnico caudal de flujo a través de un multidetector o
varios sistemas de deteccién colocados en serie [12-14], el analisis simultdneo de
diversos parametros quimicos se ha limitado a determinadas aplicaciones. Se debe de
tener en cuenta que el flujo continuo inherente a la filosofia del FIA produce un
consumo continuo de portador, reactivos y muestra durante todo el protocolo de
analisis. Sin embargo, el ahorro de reactivos caros y la disminucion de residuos puede
efectuarse en los sistemas FIA usando modalidades de inyeccion alternativas, como la
llamada “merging zones” que puede llevarse a cabo por bombeo intermitente o por
inyeccion mualtiple [4], la construccion de montajes pFIA o sistemas totales de
microandlisis (pTAS) [15, 16] o la implementaciéon de reactores sélidos con

enzimas/reactivos inmovilizados en superficies activas [17-19].
1.1.21 Anélisis por flujo multiconmutado (MCFIA)
Como evolucién del FIA, Reis y col. [20] desarrollaron la técnica de analisis por

inyeccion en flujo multiconmutado (MCFIA), basada en el uso de valvulas solenoides

de tres vias de conmutacioén rdpida (figura 1.3).
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Figura 1.3.- Fotografia de una placa con cuatro vélvulas solenoides de tres vias con un

circuito electrénico de proteccion para evitar su sobrecalentamiento.

Los primeros sistemas utilizaban una bomba monocanal que aspiraba los
distintos liquidos a utilizar a través de sus correspondientes valvulas. Pero debido a
que los sistemas de aspiracion tienden a introducir burbujas de aire o producir la
desgasificaciéon de los liquidos dentro del sistema, es aconsejable utilizar sistemas
basados en la propulsion de liquidos, como las bombas peristalticas. En este caso el
sistema no es muy diferente a un FIA convencional (figura 1.4), la tinica diferencia es la
introduccién de las valvulas de tres vias en los canales de impulsién. El nimero de
valvulas empleadas varia de un sistema a otro; cada una de ellas actta de manera
independiente al resto y se controlan mediante un ordenador. La valvula se comporta
como un conmutador y consta de dos estados: ON y OFF. Dos de los tres puertos de la
valvula estan conectados permanentemente. Estas valvulas permiten reducir el
consumo de reactivos devolviéndolos a sus recipientes originales si no son necesarios
(V1, Vo, V4 y Vs) o dirigir la muestra hacia diferentes montajes segtin los analitos a

determinar (Vs).

Para la inyeccion del flujo se han propuesto diversas opciones como flujo en
tandem [20, 21], flujo detenido [22] o divisién de flujo [23]. Las caracteristicas, las
aplicaciones y potencialidades de la técnica MCFIA han sido revisados por Rocha [24]

y por Catal4 [25].
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Detec.

Figura 1.4.- Esquema de un sistema MCFIA.

Logicamente, el MCFIA presenta ciertas ventajas respecto al FIA:

La principal aportacién de la multiconmutacién al analisis en flujo consiste, en la
sustituciéon de los volimenes de insercién por tiempos de insercién, lo que permite
desarrollar métodos de muestreo basados en el tiempo y conseguir sistemas en flujo

activos, versatiles y de facil reconfiguracion.

La flexibilidad de la técnica MCFIA ha contribuido a aumentar las posibilidades
del FIA, al permitir la modificacién del método analitico segtin la respuesta obtenida

sin modificaciones fisicas en el sistema.

La multiconmutacién permite alterar el tiempo de residencia en los reactores, los
volimenes de muestra insertados, en definitiva, todas aquellas variables que inciden
directamente en los perfiles de dispersién, sin necesidad de modificar fisicamente el
montaje. Para la reconfiguracion del mismo, tinicamente es necesario reprogramar la
duracion de los impulsos eléctricos que controlan la apertura y cierre de las vélvulas, o

modificar la secuencia de conmutaciéon de las mismas.

Ademas, se consigue un considerable ahorro de reactivos, puesto que los
reactivos sé6lo son inyectados en el momento necesario de la determinacién analitica.
En este sentido, resulta muy interesante el trabajo de Rédenas-Torralba y col. [26] que
proponen un sistema MCFIA para la determinacion de telurio en muestras de leche
utilizando la técnica de fluorescencia atémica con generacion de hidruros. Al comparar

los resultados obtenidos con el método MCFIA con los obtenidos con el método
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continuo, se observa que el consumo de muestra y reactivos asi como la generaciéon de

residuos disminuye drasticamente.

Como en las otras técnicas, se puede usar todo tipo de detectores opticos y
electroquimicos. Asi, técnicas de deteccion como la espectrofotometria [27],
espectrometria de absorcién atémica electrotérmica (ET-AAS) [28], conductimetria [29],
espectroscopia de emision 6ptica por plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) [30],
quimioluminiscencia [31], voltamperometria de redisolucién [32], turbidimetria [33],
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier y reflectancia total atenuada
(ATR-FTIR) [34] o fluorescencia atémica con generaciéon de hidruros (HG-AFS) [26] se

han acoplado con éxito a sistemas MCFIA.

No obstante los sistemas MCFIA presentan algunas desventajas:

Para su funcionamiento precisa de una computadora para controlar el
funcionamiento de las véalvulas solenoides. Este factor complica el sistema y dificulta
su expansion por la falta de equipos disponibles en el mercado (principalmente,

interfases electrénicas y software).

El calor disipado por el solenoide de las valvulas de conmutacién cuando éstas
estdn activadas durante periodos de tiempo méas o menos largos puede acortar el
tiempo de vida ttil de estos dispositivos. Para evitar el sobrecalentamiento de las
valvulas que puede llegar a deformar el teflon de las membranas internas, se

recomienda incorporar algtn tipo de sistema de proteccién electrénico del solenoide.

En los sistemas MCFIA se puede incluir otra técnica desarrollada recientemente,

el anélisis por inyeccién en flujo multijeringa [35] que explicamos a continuacion.

1.1.2.1.1 Anélisis por inyeccién en flujo multijeringa (MSFIA)

La técnica de andlisis por inyeccién en flujo multijeringa (MSFIA) fue disefiada
por Cerda y col. [36] con el fin de aumentar las ventajas del andlisis por inyeccién en

flujo multiconmutado (MCFIA) original.
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El sistema incluye una bureta multijeringa construida por adaptaciéon de una
bureta automaética de jeringa andloga a la usada en los sistemas de analisis por
inyecciéon secuencial (SIA), para mover simultineamente cuatro jeringas que estan
conectadas al mismo motor paso a paso, como se muestra en la Fig. 1.5A. Este tipo de
buretas retnen las ventajas de la operacion multicanal, propia de las bombas
peristélticas, asi como el manejo de volimenes exactos, caracteristico de las bombas de
pistéon. Cada jeringa estd equipada con una valvula solenoide de tres vias, que
funcionan independientemente del desplazamiento del piston y permiten realizar los
procesos de conmutaciéon. De este modo, hay dos direcciones de flujo para el
movimiento de impulsién (I, II) y otras dos direcciones para la aspiracién de disoluciéon
(III, IV) como se muestra en la Fig. 1.5B. El cambio de posicion es muy rapido, solo se
necesitan 35 ms y por lo tanto, las conmutaciones se pueden realizar sin detener el
movimiento del pistén. Dado que una de las jeringas del médulo no se puede usar para
inyectar la muestra, para evitar la contaminaciéon entre muestras consecutivas
inyectadas, es necesario un sistema de inyecciéon adicional, tal como una vélvula de
inyeccién, de selecciéon o de conmutacioén, conectada a la multijeringa para este fin y

con el objetivo de automatizar el muestreo.

1) nj

> < OFF ON
ON OFF
N 9|
T ﬁﬂ 53
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-— — - @ st
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L MP
A J
[ M) (B | (1

Figura 1.5.- (A) Vista frontal de una bureta multijeringa y elementos basicos del
conductor de liquidos, P: pistén; S: jeringas (S1-S4); SV valvulas solenoides de tres vias
y F: accesorios y tuberias. (B) Direcciones de flujo, ON: conectado con el sistema de
tuberias; OFF: conectado con los depésitos o el desagitie; (C) representacion
esquematica del sistema y MP: bomba multijeringa.
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Para aumentar la versatilidad del MSFIA se han construido los moédulos de
bomba de piston multijeringa con cuatro salidas digitales de 12 V/0,5A (figura 1.6).
Estas salidas pueden ser acopladas a valvulas solenoides, permitiendo asi la actuacion
de un ntmero elevado de modalidades de inyeccion multiconmutada (es decir,
muestreo binario, flujo en tandem, técnicas de division, sistemas de sandwich e

inyecciones hidrodinamicas) [35].

Figura 1.6.- Fotografia de una
bureta multijeringa y su panel
posterior en el que se puede
apreciar la regleta de conexion
para cuatro salidas de 12 voltios.

La resistencia quimica del MSFIA es andloga a la del SIA. Los cabezales de los
pistones de las jeringas estan fabricados con teflon y no presenta los inconvenientes
derivados del uso de bombas peristélticas, cuyos tubos de tygon o silicona tienen una
corta vida, debido a su vulnerabilidad a &cidos y bases concentrados y a disolventes
orgénicos. Ademads, se pueden manejar volimenes de muestra y de reactivos desde
niveles de pl a ml con alta precisiéon como consecuencia de la gran variedad de
tamafios de jeringas disponibles (0.5; 1.0; 2.5; 5.0; 10 o 25 ml), proporcionando una gran
flexibilidad a las configuraciones. El volumen nominal minimo para ser manipulado

usando la jeringa de 0.5 ml es de 0.03 pl para un motor de 15000 pasos.

Otras ventajas que proporcionan los sistemas MSFIA han sido destacadas en un

interesante estudio comparativo frente a las técnicas FIA y SIA realizado por Semenova



Introduccién 24

y col. [37] para la determinacién de arsénico mediante la técnica de fluorescencia
atomica con generacion de hidruros. En este caso el MSFIA consume entre 15 y 18
veces menos reactivos que el FIA y la frecuencia inyeccién aumenta mas del doble.
Respecto al SIA, el consumo de reactivos es similar aunque la frecuencia de inyeccién
es tres veces superior en el MSFIA. En los tres sistemas, los limites de deteccién y las

repetitividades son similares.

Es importante destacar la robustez del MSFIA que se ha aplicado con éxito a

procesos de monitorizaciéon de mas de 250 h [38].

Sin embargo, la principal desventaja de esta técnica deriva de la necesidad de
recargar las jeringas, lo cual puede repercutir en una disminucion de la frecuencia de
analisis. Otra limitacion de la técnica podria ser el movimiento en bloque de las cuatro
jeringas pues una vez que se ha seleccionado el volumen y el caudal para una de las
jeringas, el de las restantes viene definido automaticamente dependiendo tinicamente

de su tamarno.

Desde que se implant6 la técnica MSFIA en 1999, la evolucién de las buretas
multijeringa ha sido considerable. Asi, en la actualidad se dispone de médulos cuyo
motor tiene una resoluciéon de 40000 pasos por cada movimiento del piston. De este
modo, estas buretas permiten dispensar volimenes con una mayor precisién que los

primeros prototipos iniciales (resolucién de 5000 pasos).

Hasta el momento, las técnicas de detecciéon mas empleadas en los sistemas
MSFIA han sido la espectrofotometria [39], la quimiluminiscencia [40], la fluorescencia

atémica con generacion de hidruros [37], la potenciometria [41] y la fluorimetria [42].

Finalmente, las modalidades de inyeccién de la muestra, las aplicaciones y la
evolucion de los sistemas MSFIA han sido revisadas por Miré y col. [35], Segundo y

col. [43] y Horstkotte y col. [44].
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1.1.2.2 Sistema total de microanalisis (pfTAS)

De acuerdo con la habitual tendencia a la miniaturizacién de los métodos
analiticos, se han descrito sistemas FIA implementados totalmente sobre una placa
(como si fuera un chip). Las ventajas de miniaturizacién son la compactibilidad de todo
el sistema, la transportabilidad y una reduccién significativa en el consumo de

reactivos que conduce a reducir gastos y residuos quimicos.

El precursor de los sistemas miniaturizados era los microconductos integrados
introducidos por Ruzicka y Hansen en 1984 [45]. Los canales de flujo, los dispositivos
de inyeccion, asi como los detectores, fueron integrados en un bloque plano de cloruro
de polivinilo. Los canales semicirculares con una seccién de 0.8 mm? fueron grabados
por medios mecanicos y cubiertos por una segunda placa pegada a la primera. Sin
embargo, los beneficios en términos de miniaturizacién y reduccion de consumo de
reactivos fueron limitados, debido al uso de una bomba peristéltica convencional como
impulsor de liquidos y la poca reduccién en las dimensiones internas comparadas con
sistemas convencionales. Progresivamente los sistemas han ido evolucionando
reduciendo la seccién de los canales y modificando el sistema impulsor de liquidos.
Como los sistemas desarrollados por Haswell [46-49] mediante la fabricaciéon de
sistemas a microescala en cristal usando técnicas de fotolitografia para la
determinacion fotométrica de fosfato, nitrito y nitrato. Como sistema impulsor uso un

flujo electroosmotico (EOF), obtenido aplicando un voltaje a lo largo del canal.

1.1.3 Andlisis por inyeccién secuencial (SIA)

El andlisis por inyeccién secuencial (SIA) fue propuesto en 1990 por J. Ruzicka y
G. Marshall [50] como una alternativa al FIA. EI SIA es una técnica de flujo discontinua
basada en la aspiracién secuencial de volimenes precisos de muestra y reactivos en un
bucle de carga, que son dispensados después dentro del bucle de reacciéon por
inversiéon del flujo, con lo que se logra un ahorro considerable de reactivos en
comparacioén al FIA. El reemplazo de la valvula de inyeccién del FIA por una valvula
de seleccion ha permitido la incorporacién de moédulos y reactores auxiliares, los

movimientos adelante-atrds, la explotaciéon de sistemas de flujo detenido, y el
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desarrollo de determinaciones multiparamétricas uniendo diferentes detectores y

utilizando reactivos apropiados [51].

REACTIVO 2

REACTIVO 3 REACTIVO 1
BOMBA
| e—
BUCLE DE ESPERA L ]
B e
MUESTRA
REACTOR
PORTADOR
DETECTOR

)

Figura 1.8.- Esquema general de un sistema SIA.

Conjuntamente con la véalvula de seleccion se pueden usar diferentes tipos de
impulsores de liquidos pero el uso de bombas de piston bidireccional ha permitido la
manipulacién de pequefios volimenes de muestra y reactivos con elevada precision

[52].

Valvula de seleccion

Cubeta de flujo [ s

NP BESDA ' |

Bureta atomatica

Ordenador Espectrofotémetro

Figura 1.9.- Sistema SIA con bomba de piston y
deteccién espectrofotométrica.
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Los principales inconvenientes del SIA para fines analiticos son la necesidad de
controlar la instrumentacién (seleccion del puerto de la vélvula, si la bomba aspira o
impulsa) y variables fisicas (es decir, volimenes y caudales) mediante programas de
ordenador, la disponibilidad de estos programas y la menor velocidad de muestreo, en
comparacion a la lograda en sistemas FIA, a causa del periodo de llenado de la jeringa
y el almacenado de los diferentes volimenes de sustancias en el bucle de carga.
Ademas la impulsion secuencial y no simultdnea de las disoluciones, que tiene lugar en
el SIA, da lugar a tiempos de residencia mas largos para lograr la apropiada mezcla
entre reactivos y muestra, al ser esta producida Gnicamente por la dispersiéon de las

disoluciones.

1.1.3.1 Lab-on-Valve (LOV)

Esta técnica, desarrollada por Ruzicka y col [53], constituye una nueva alternativa
para la miniaturizacién de los ensayos partiendo de la técnica SIA, simplemente es un
SIA donde todo el sistema en flujo (reactor, detector, etc.) es implementado en la culata
de una vélvula de seleccién (figura 1.10). EI LOV, al tener los conductos relativamente
anchos, elimina los inconvenientes relativos a conductos de bajo calibre (vacios y
sobrepresiones) consiguiendo una total miniaturizacion del sistema analitico. Estos
sistemas permiten la técnica por inyeccion de perlas (BIA), consistente en la
manipulacién de superficies activas en fase solida, que ha sido probada con resultados
excelentes incluso en reacciones quimicas irreversibles al sustituir las perla usadas en

cada ciclo analitico [54].

Figura 1.10.- Fotografia de un cabezal de un sistema LOV.
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1.1.4 Sistemas en flujo multibomba (MPES)

Los sistemas en flujo multibomba (MPFS) han sido presentados recientemente
por Lapa y col [55] y se basan en el uso de una serie de microbombas solenoides (figura
1.7) que acttian a la vez de sistema impulsor de liquidos y de véalvula de conmutacion.
Aunque en la literatura se encuentren trabajos anteriores al de Lapa y col. en los que ya
se usan las microbombas (Weeks y Jonhson [56] y Hanrahan y col. [57]), cabe destacar
que en estos trabajos se proponen sistemas de inyeccion en flujo convencionales en los
que Gnicamente se sustituye la bomba peristéltica por las microbombas como unidades

dispensadoras de liquidos.

Figura 1.7.- Fotografia de una microbomba solenoide

Las microbombas utilizadas en la técnica MPFS son bombas de pistéon que se
accionan mediante un solenoide. Cuando el solenoide no esta activado, un muelle
impulsa el piston hacia el fondo de una cavidad. Por el contrario, al aplicar un pulso de
voltaje, se activa el solenoide y se mueve el pistén hacia atras, generando una presion
negativa que aspira la solucion a impulsar. Una vez terminado el pulso de voltaje, el
muelle devuelve el pistéon al fondo de la cavidad, lo que impulsa la solucién del
interior. La direcciéon hacia donde se impulsa el liquido viene determinada por dos
valvulas introducidas en el cabezal de la bomba. El caudal de impulsién de la bomba
viene determinado por la frecuencia de impulsos y el volumen impulsado con cada
impulso. Las microbombas vienen calibradas de fébrica de manera que por cada
embolada dispensa un volumen prefijado de liquido (8 ul, 20 ul, 25 pl, 50 pl,...). Los
volimenes de liquido que pueden dispensar las bombas serdn un mdultiplo de ese

volumen prefijado que impulsan por cada embolada. Con las bombas de 8 pl, se
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consigue una mejor mezcla de la muestra con los reactivos que con las bombas que
dispensan un volumen de liquido mayor por embolada [58]. Sin embargo, en las
bombas de 8 ul se pueden encontrar desviaciones de +2 ul en el volumen dispensado
por embolada. Mientras en las otras bombas, estas desviaciones no son tan acusadas
(=3%) y los resultados obtenidos con éstas son mds reproducibles. Otro aspecto
importante a considerar es que las partes de la microbomba que estan en contacto con
la solucién estan fabricadas con teflon por lo que gozan de una gran resistencia
quimica. Ademds, las emboladas de las microbombas provocan movimientos
turbulentos que hacen que con los sistemas MPFS se consiga una mezcla de la muestra

con los reactivos mejor que en los sistemas de flujo laminar.

Al tratarse de una técnica reciente, todavia no se encuentran muchas aplicaciones
de los sistemas MPEFS en la literatura. La mayoria de estas aplicaciones se han limitado
a determinaciones directas siendo la espectrofotometria [59-61] y la

quimioluminiscencia [62-63] las técnicas de deteccién maés utilizadas.

1.2 Control de los instrumentos

Inicialmente, el aumento de complejidad por la introducciéon de un ordenador
para el control instrumental parecia una seria desventaja. Pero al final ha otorgado un
gran namero de ventajas, como por ejemplo el tiempo de residencia que en lugar de
controlarse por la longitud del tubo y el caudal se controla de forma muy reproducible
con el ordenador. Ademdas permite una mayor flexibilidad de los sistemas al poder

programar operaciones que sustituyan configuraciones fisicas del sistema.

En la mayoria de las aplicaciones de las técnicas de flujo descritas en la literatura,
se utiliza un software desarrollado por el propio grupo de trabajo escrito en Quick
BASIC que, por lo general, s6lo es util para una aplicacion determinada. Este hecho
supone uno de los principales inconvenientes a la hora de aplicar las técnicas de flujo
[64]. Sin embargo, en el mercado existen como alternativa unos pocos programas para
el manejo de técnicas FIA y SIA, tales como el FIAlab (FIAlab Instruments Company,
Bellevue, Washington, Estados Unidos [65]) y el FlowTEK (Global FIA Company, Fox
Island, Washington, Estados Unidos [66]).
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En nuestro caso usamos el software AutoAnalysis [67], que ha sido desarrollado
por nuestro grupo de trabajo y que se caracteriza por su gran flexibilidad, ya que
permite la combinacion de diferentes instrumentos y aparatos segtun las necesidades
del analista. Este programa se divide en una aplicacién principal relativamente simple
y un conjunto de bibliotecas de enlace dindmico (DLLs, dynamic link libraries) para la
conexion de los instrumentos al ordenador y su control, por lo que para incorporar un
instrumento nuevo en el sistema tan sélo se requiere que se cree la correspondiente
DLL. Otra de las caracteristicas a destacar de este software es que el analista puede
crear sus propios métodos de una forma muy fécil e intuitiva sin que sea necesario que
tenga unos conocimientos previos de informatica. El AutoAnalysis permite, también,
introducir una serie de variables que se pueden relacionar con la sefial analitica vy,
segun el valor de ésta y lo establecido por un condicional, se inicializa un determinado
procedimiento. Por esta razén, resulta posible desarrollar procedimientos analiticos
totalmente automatizados (es decir, son capaces de tomar decisiones por si mismos
mediante la ayuda de un sistema de retroalimentaciéon -feedback system-). El
programa bésico presenta un panel que permite la configuraciéon de los equipos que
conforman el analizador en flujo montado. Para comenzar se seleccionan de una lista
de disponibles, las DLL’s de los canales de comunicacién necesarios para el detector y
demas instrumentos. Luego se cargan las DLL’s individuales y especificas de cada
instrumento, tales como DLL’s disefiadas para el control del médulo multijeringa, del
muestreador automatico o de un espectrofotémetro (Figura 1.11). En el lado izquierdo
se observa una lista de configuraciones guardadas y en el centro la configuracion usada
o creada en el momento. Mientras que en el lado derecho del panel se observan dos
cuadros, que contienen la lista de las DLL’s de los canales de comunicacién y de los

instrumentos que estdn almacenadas en el ordenador.

Una vez configurado el sistema con los instrumentos a utilizar procedemos a la
edicion del método analitico, usando el panel que se observa en la figura 1.12. La
edicion de un método analitico con el programa AutoAnalysis consiste en crear una
secuencia de instrucciones, donde cada instruccién es ejecutada por uno de los
instrumentos conectados o bien es un comando definido por el programa principal
para controlar el tiempo, agregar marcas, condicionales o repetir procedimientos. Un

procedimiento es un conjunto de instrucciones agrupadas bajo el mismo nombre, que
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bien puede repetirse dentro del mismo método o puede ser utilizada por métodos

diferentes, con la ventaja de definirla s6lo una vez.

Methods

]
Data

1 AutoAnalysis Station 5.0 - [ Lab. Quimica Analitica ]

— Awailable configurations

=8 ]

=l

S8 oad | Sl neie | [ 15 Tch

|' Current configuration
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=-Z Connections
1B Serial CRISON Channel

Automatic valve at Ch: 1, Pos: 1
| Autosampler at Ch: 1, Pos: 2
=Bl Decean Optics channel

Ocean Optics Master [Ch: 0]

Automatic MultiSyrings at Ch: 1, Pos: 0

irg Save % Save as @ Download

Ocean Optics Channel
Seerial CRISON Channel

Available instruments

Automatic MuliSyinge CRISON
Automatic valve module Crizon
Autosampler CRISON
Spectiometer Ocean Optics

Config; |matlas

Method: |New method

Data; |<Nut opened data file>

Figura 1.11.- Panel de control de conexiones del programa AutoAnalysis.
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Hamburg Method: |New mekhod Data: |<Not opened data file >

Figura 1.12.- Panel de edicion de métodos analiticos del programa AutoAnalysis.
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Figura 1.13.- Ejemplos de ventanas para descripcion de las acciones a efectuar por los
instrumentos.

En el panel del la figura 1.12 se crea el método analitico mediante tres columnas.

Empezando por la izquierda, la primera columna nos informa por el orden cronolégico

de las instrucciones que introducimos. En la siguiente columna elegimos el

instrumento o el tipo orden (esperar, repetir, etc.) a realizar (Figura 1.12), y al elegir la

opcion deseada se abre una ventana donde describimos con detalle la accién a efectuar

(en la figura 1.13 se puede observar diversas ventanas posibles). En la dltima columna

aparece un resumen de la accion a realizar por el instrumento o los detalles elegidos de

la orden, como se puede observar en la figura 1.14.

Una vez definido un método o cargado uno existente, se procede a la ejecuciéon

del mismo. Mediante una barra de herramientas se puede controlar dicha ejecucién y

los parametros del drea de dibujo.
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[Dispense 1.000 ml (Buret 1] at 1.846 mL/min with heads [ 1-On 2-0ff 3-0f 4-0f ] Exclusive Mode.

(Priming in dispense with heads [ 1-0ff 2-0ff 3-0ff 4-0f . Exclusive Mode.
(Pickup 3.500 ml [Buret 1] at 15.000 mL/min with heads [ 1-0fF 2-0fF 3-0ff 3-0ff ). Exclusive Made.

(Priming in pickup with heads [ 1-0ff 2-0ff 3-0f ]. Exclusive Made.

Comrmatd

Walve & move to position 5. Walve B not move.

Walve & move to position 1. Yalve B not move.

START: metodo optodo

Walve & move to position 5. Yalve B not move.

Walve & move to position 2. YWakve B move to pasition 4.

Absarbance: Spectral range 250,00-560,00 every 0,3 seconds (4:400,00, R:0,00)

Maik inyeccion muestiaz on Ooean Ophics Master [Ch: 0]

Walve & move to position 1. Walve B move to position &

Walve & move to position 2. YWakve B move to pasition 4.

Walve & move to position 1. Wakve B move ta pasition 6.

Walve & move to position 2. Yalve B not move.

Stop measure

EMD: Repeat 3 times fram metodo optado

Methodsl Procedures  Editar IExecute|

Config: [matias

Method: [metodo complejo Data: [<Mat opened data file>

Figura 1.14.- Panel de ediciéon de métodos analiticos, con un método desarrrollado.

1.3 Sistemas de deteccion.

1.3.1 Espectroscopia de absorciéon molecular

Desde hace tiempo se ha usado el color como ayuda para reconocer las sustancias
quimicas; al reemplazar el ojo humano por otros detectores de radiacién se puede
estudiar la absorcion de sustancias, no solamente en la zona del espectro visible, sino

también en el ultravioleta e infrarrojo.

Los métodos cuantitativos basados en la absorcién de radiaciéon requieren dos
medidas de intensidad: una antes de que el haz haya pasado a través del medio que
contiene las especies absorbentes (Io), y la otra, después (I). La absorbancia (Abs)

relaciona estas dos medidas de intensidad mediante la siguiente ecuacion.

Abs =—log,, T = Iogloll—0



Introduccién 34

Esta medida de absorbancia se puede relacionar con la concentraciéon de la

sustancia absorbente, mediante la ley de Lambert-Beer.

Abs = exlIxc

Donde ¢ es una constante de proporcionalidad denominada absortividad, 1 es el

paso 6ptico y c es la concentracién de la sustancia absorbente.

———— C a Il

;
[

Figura 1.15.- Representacion gréfica de los parametros de interés para determinaciones
cuantitativas mediante medidas de absorbancia.

En la espectroscopia de reflectancia difusa, el modelo mas extensamente utilizado
para describir la relacién entre la reflectancia (R) y la concentracién (C), es la funciéon

de Kubelka-Munk (F (R)) [68], que podria ser expresada asi:

@-R)

F(R) = =exCxS$§

donde ¢ es la absorbancia molar de la sustancia absorbente y S es un coeficiente,
que representa la atenuacion de la radiacién incidente sobre la superficie a medir. R es

la relacién entre la intensidad con y sin sustancia absorbente.
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1.3.1.1 Detector

Para efectuar las medidas de intensidad de radiacién se ha utilizado un
espectrofotometro CCD de diodos en linea USB 2000 (Ocean Optics) (Figura 1.16)
provisto de fibras ¢pticas (Ocean Optics) con un ntcleo de de 400 pm de didmetro, que
segun el sistema fue simple o bifurcada. Como fuente de radiacién se uso una lampara

deuterio-halégeno (Top Sensor Systems, Paises Bajos).

Figura 1.16.- Sistema de deteccion espectrofotométrica constituido por un
espectrofotometro CCD (USB 2000, Ocean Optics).

A parte de la celda de flujo tradicional también se ha desarrollado una
metodologia usando una celda de flujo optrédica. El optrodo utilizado para realizar la
pre-concentracion en linea del analito fue construido en el laboratorio (Figura 1.17). En
la misma celda de flujo optrédica se lleva a cabo la extraccién en fase sélida y la
medicién de la reflectancia. La celda ésta estuvo formada por dos bloques opacos,
quimicamente resistentes, hechos de polimero - poli éter éter cetona (PEEK) de 1.2 cm
de espesor y 3 cm de lado, firmemente unidos mediante tornillos. El bloque superior
fue completamente perforado para alojar el brazo principal de la fibra 6ptica bifurcada.

Este bloque también lleva una delgada ventana de pléstico, obtenida de cubetas UV
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Plastibrand® (Wertheim, Alemania), la cual cubre el extremo de la fibra 6ptica para

protegerlo de reactivos agresivos.

Un espaciador de Teflén (PTFE) con un espesor de 0.5 mm y una ranura de 1 x 0.1
cm, colocado entre los dos bloques, que determina la zona de retenciéon efectiva. El
espesor del espaciador no supone ningtn problema con el volumen muerto, pero es un
factor muy importante en la sensibilidad de la técnica, ya que debe ser tan delgado
como sea posible para evitar la pérdida de energia radiante. El bloque inferior fue
cuidadosamente perforado para alojar el disco de extraccion y la pieza que le sirve de
sostén. La membrana fue ubicada sobre una frita de polietileno (9 mm de didmetro, 20
pm de tamafio de poro), y ambas fueron sostenidas por un conector de PVC. Este
conector estaba abierto a la atmosfera, para permitir que el liquido fluyera libremente
al atravesar la membrana, con lo que la celda de flujo optrédica queda libre de efectos
de sobrepresion. Este bloque inferior también fue perforado para insertarle el conector

del flujo entrante.

Fuente de luz Espectrofotometro

Fibra 6ptica
bifurcada

Ventana ——»

Separador o
de PTFE =

Flujo de <«——— Disco de Extraccion
entrada <— Frita de Polietileno

Flujo de
salida

Figura 1.17.- Representacion esquematica de la celda de flujo para pre-concentracion en
fase solida basada en discos de membrana.
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Cabe destacar que la celda de flujo utilizada en este trabajo es una versiéon
mejorada de una configuracion utilizada anteriormente [69]. Este nuevo disefio no
requiere que la ventana protectora sea perforada ya que el flujo entra por debajo.
Ademas, el cambio de disco de membrana es extremadamente simple y rapido, sin
necesitar desarmar todos los componentes de la celda de flujo. El tiempo requerido

para reemplazar los discos de membrana fue inferior a un minuto.

1.3.2 Quimioluminiscencia

Hoy en dia, la luminiscencia se entiende como el proceso por el cual moléculas,
atomos o iones genera radiacion electromagnética no térmica [70] como resultado de la
transiciéon desde un estado electrénicamente excitado a un estado de menor energia,
normalmente el estado fundamental. Estos fenémenos son conocidos desde hace

mucho tiempo, como se puede observar en la tabla 1.1.

Los dos procesos mas conocidas de la luminiscencia [71] producida por especies
moleculares de utilidad analitica son la fluorescencia y la fosforescencia. Sin embargo,
la deteccion quimioluminiscente es una técnica en pleno desarrollo. El interés de la
quimioluminiscente en Quimica Analitica, queda reflejado en el namero de
publicaciones cientificas en revistas de prestigio (Analytical Chemistry, Analytica
Chimica Acta, The Analyst, Talanta, Journal of Chromatography y Journal of

Pharmaceutical and Biomedical Analysis entre otras).

La quimioluminiscencia se define como la produccion de radiacién
electromagnética (ultravioleta, visible o infrarroja cercana) como resultado de una
reacciéon quimica, de forma que alguno de los productos de reaccion se obtiene en el
estado excitado y emite luz al volver a su estado fundamental. El ejemplo mas tipico de
este fenémeno es el de la oxidacién en medio bésico del luminol. Cuando en este tipo
de reacciones intervienen los seres vivos o sistemas biolégicos, el fenémeno recibe el
nombre de bioluminiscencia. El ejemplo mas conocido es la bioluminiscencia de las
luciérnagas. Debemos tener en cuenta que este fenémeno no es muy comdan, ya que, la
energia liberada en la reacciéon quimica no es lo suficientemente elevada para provocar

la excitacién, se disipa en forma de calor u ocurre la combinacién de ambos.
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Tabla 1.1.- Hechos histdricos referidos a los fendmenos luminiscentes.

Afio Investigador Innovado
1500 - 1000 Croénicas chinas Shih  Primeras referencias sobre luciérnagas y gusanos
a.C. Ching luminiscentes (Libro de las Odas)
384 -390 a.C. Aristoteles Observo ~ que la luz emitida no producia
calentamiento.
Caius Plinius Describi6 con detalle un gran nimero de organismos
23-79d.C. .
Secundus luminosos.
1555 Conrad Gesner Pub,hco un hb.r(? que trataba exclusivamente de
fenémenos luminiscentes.
1565 Nicolas Monarde Escribi6 acerca del color azulﬂlr.ltenso de un.e'xtrac,’fo
acuoso de la madera llamado “lignum nephrilicum”.
Introdujo la luminiscencia de los sélidos. Calenté
polvos de sulfato de bario con carbén y encontro que
1603 Vicenio Cascariolo }la mezclaﬂresultante brillaba en I:a noche.e. La piedra se
cargaba” de luz solar por el dia y brillaba durante
horas en la oscuridad (fosforescencia). Le llamé lapis
Solaris (piedra del Sol).
Demostrd, por medio de filtros 6pticos, que el calor
1652 Nicolas Zucchi de la luz emltlda durante la noche era la misma,
cuando la piedra era expuesta a luz blanca o a otros
colores.
Athanasius Kircher, Observaron que cuando el extracto acuoso de la
Francisco Grimaldi, = Madera “lignum nephrilicum” era iluminada con luz
1655 . . .
Isaac Newtony blanca, aparecia una luz reflejada azul intenso,
Robert Boyle mientras que la luz transmitida era amarilla.
Observo por primera vez la emision de luz causada
. . por una reaccién quimica [72] (quimioluminiscencia)
1877 Radziszewski al burbujear O, en una disolucién etandlica alcalina
de lofina.
1927 Albrecht Describi6é las propiedades quimioluminiscentes del

luminol [84].

En las reacciones quimioluminiscentes, la intensidad de emisioén es funcién de la

concentracion de las especies quimicas implicadas, por lo que las medidas de

intensidad de emisién pueden emplearse con fines analiticos.

Las principales ventajas de los sistemas quimioluminiscentes que los hacen

adecuados para el analisis cuantitativo en Quimica Analitica son [73]:

Elevada sensibilidad y amplio intervalo dindmico de concentraciones: Los bajos

limites de deteccién que caracterizan a estos procedimientos dependen de un gran

numero de factores, pero especialmente del hecho de que no es necesario el uso de una

fuente de radiacion, lo que reduce o elimina la dispersién de Raman y Rayleigh y el

ruido de fondo asociado a la fuente. Esto permite aplicar altos voltajes al tubo

fotomultiplicador [74] consiguiendo una mejora significativa en la relacién sefial-ruido
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de fondo con respecto a la deteccién fluorimétrica convencional [75]. Por tanto, la
bajisima sefial de fondo es un ventaja destacable en la excitacion quimica, y permite
obtener limites de detecciéon de femtomoles, alcanzandose attomoles en algunos casos
[76]. Se han llegado incluso a detectar niveles tan bajos como 120 moléculas en el caso
de ciertas enzimas [77]. Las curvas de calibrado son a menudo lineales en varios
6rdenes de magnitud, asi por ejemplo, la grafica de calibrado log-log para la morfina es

lineal en el intervalo 10-4-10-10 mol 11 [78].

No requiere fuente de excitaciéon externa, lo que se traduce en ausencia de
dispersién y de sefiales de fondo, en la reducciéon de interferencias debidas a procesos
de excitacion no selectivos y en la utilizacién de una instrumentacién mas sencilla que

otros procesos luminiscentes.

Versatilidad: Se puede utilizar la técnica para determinar cualquiera de las
especies que participan en el proceso quimioluminiscente: sustratos, catalizadores,
inhibidores, fluoréforos, especies que dan reacciones acopladas aumentando o
disminuyendo la concentracion de los reactivos implicados en la reaccion

quimioluminiscente.

Se acoplan facilmente como método de detecciéon en cromatografia, electroforesis

capilar o inmunoensayo.

La principal limitacién de estas reacciones para el anélisis es el gran nimero de

pardametros que deben ser perfectamente controlados:

Los factores experimentales que afectan al rendimiento cuantico y la velocidad de
reaccién son: la estructura quimica del precursor quimioluminiscente, la naturaleza y
concentracion de sustancias que favorecen procesos competitivos no radiantes, el
catalizador elegido, la temperatura, la fuerza iénica, la presencia de aceptores de la
energia transferida, la presencia de iones metalicos, la hidrofobicidad del disolvente y

la composicién de la disolucion.

El tiempo de medida de la sefal, debido a que la emisién quimioluminiscente

varia en funcién del tiempo. Tras la mezcla de los reactivos, la emision de luz alcanza
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inmediatamente un maximo y después cae hasta la linea base en un rapido destello
menor que un segundo o en emisién continua que puede durar desde minutos a horas.

Como se puede observar en la figura 1.18.

Inicio

de la

mezcia o
Inz
reactiwos

e

[ntensidad de emusion

Ticmpo

Figura 1.18.- Comportamiento de la intensidad de emisién quimioluminiscente frente
al tiempo.

1.3.2.1 Lareacciéon quimioluminiscente

El proceso por el cual se produce la quimioluminiscencia es el mismo que para la
fotoluminiscencia (fluorescencia y fosforescencia) excepto que no se necesita ninguna
fuente de excitacion luminosa. El proceso quimico de generacion de

quimioluminiscencia se puede esquematizar en los dos siguientes pasos:

A+B—=C*+D D
C*—= C+hv (1D

-

ENERGIA

@ Luz

ANV,

Figura 1.19.- Esquema del fenémeno de quimioluminiscencia. 1) Excitacion, 2)
Relajacién y emision de luz.
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Este esquema muestra el elevado ntimero de variables que intervienen en la
reaccion y por lo tanto el gran nimero de posibilidades analiticas que ofrece. El analito
puede intervenir en estas reacciones quimioluminiscentes como cualquiera de los dos
reactivos (A o B), catalizador o sensibilizadores. Las determinaciones analiticas se
pueden extender tanto a sustancias que tienen un efecto indirecto en la reaccién, como
a aquellas que influyen sobre la concentracion de los reactivos o del catalizador

(inhibidores de la reaccién).

El fenémeno de quimioluminiscencia lo producen muy pocas reacciones, ya que,
es necesario cumplir tres condiciones para que una reacciéon quimica produzca

quimioluminiscencia:

Liberar la suficiente energia para producir un estado electrénicamente excitado.
La energia de los fotones (E=hv) en la regién visible oscila entre 44 y 71 Kcal/mol, de
acuerdo con esto, la energia liberada tiene que ser como minimo de 44 Kcal/mol para
que la reaccion sea quimioluminiscente. Estas elevadas energias liberadas son bastante

frecuentes en reacciones rédox.

El camino de reaccién debe de favorecer la formacion del estado electréonicamente

excitado.

El estado excitado ha de ser luminiscente o transferir su energia a otra molécula

luminiscente.

De los cuatro pardmetros que caracterizan la emisién quimioluminiscente;
intensidad, color, velocidad de produccion y velocidad de disminucién, el primero es
el méas importante en cuanto a la aplicabilidad analitica de un reaccién
quimioluminiscente. Esta intensidad de luz emitida depende de la velocidad de la
reaccién quimica, del rendimiento de la produccién de estados excitados y del

rendimiento correspondiente a la emision de luz por parte de los tltimos.

Hay que destacar que el color y el rendimiento de la emisién quimioluminiscente

(tabla 1.2), pueden verse muy afectados por la polaridad del disolvente, la temperatura
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de la disolucién, y por la influencia de procesos secundarios, como la amortiguacion de

la emision de radiacion del estado excitado (quenching).

Tabla 1.2.- Caracteristicas mas importantes de las reacciones quimioluminiscentes.

Reaccion Color (A méx) Refldl.mlento Referencia
cuantico

Ox1d.ac1on del luminol en medio acuoso | Azul (425 nm) 0.01 79, 80

alcalino.

Oxidacion del luminol en dimetilsulféxido | Azul-violeta (480- 0.05 79

(DMSO). 505 nm) '

Oxidaciéon de la lucigenina en H>O, | Azul- verde (440 0.016 80

alcalino. nm) )

Oxidacion de la lofina en NaOH alcohélico. | Amarillo (525 80, 81
nm) !

Oxidaciéon de la D-luciferina mediante la

luciferasa, dependiente del ATP:

pH 8.6 Amarillo-verde 0.88 79, 80, 82
(560 nm)

pH7.0 Rojo (615 nm) 80

Ru(bici)s?* Rojo (600 nm) 83

El luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazindiona) es uno de los reactivos
quimioluminiscentes mas comtinmente empleado en fase liquida. Fue descubierto por
Albrecht [84] en 1928, y la caracterizaciéon de la cinética de reaccion y las especies
emisoras requirid6 més de tres décadas de investigacion. El luminol se oxida casi
cuantitativamente a 3-aminoftalato en medio bésico tanto en disolventes polares como

apolares. La reaccion es el que se muestra en la Figura 1.20.

NH, O
2 Catalizador NH2 _
NH MaOH, Ox Coo
AH - 2 Na*
—N,, —H,0 Coo™
Q ~hv

Figura 1.20.- Reaccion de oxidacion del luminol con emision de luz.

Como oxidantes de la reaccién, se han utilizado: el permanganato en la
determinacién de paracetamol en farmacos [85] o de urea en tejidos de plantas [86]; el

hipoclorito, en la determinacién de amonio [87] o catecolaminas [88]; y el yodo, en la
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determinaciéon de penicilinas [89, 90]; pero el oxidante mé&s utilizado ha sido el

peréxido de hidrégeno.

Cuando la reaccion del luminol con peréxido de hidrégeno se da en medio
orgénico (dimetilsulféxido) no se requiere ningtun catalizador, pero cuando se da en
medio acuoso, se requiere la presencia de un catalizador. Como catalizadores, se han
utilizado diferentes metales de transicion (Co?*, Cu2*, Fe3*, Cr®+,...) [91-93], ferricianuro
[94, 95], o algunos metalocomplejos (hemina, hemoglobina y peroxidasas [96]). La
intensidad de emisiéon quimioluminiscente tiene un maximo a 450 nm cuando se
trabaja en medio acuoso (ver figura 1.21), y a 500 nm cuando se trabaja en
dimetilsulféxido. El pH 6ptimo de la reacciéon esta entre 8 y 11, dependiendo del

catalizador.

Espectro de emisién
del Luminol

Intensidad

00 30 400 430 0 S0 S50 800 G50

Longitud de onda

Figura 1.21.- Emision quimioluminiscente de la oxidacién del luminol y su
correspondiente espectro de emision.

El luminol puede reaccionar con agentes reductores para producir
quimioluminiscencia en presencia de un catalizador (como hexacianoferrato (III) y
hexacianoferrato (II) en disolucion alcalina). Este tipo de reaccién se ha utilizado para
determinar, mediante analisis por inyeccién en flujo, acido drico, alcohol fenacilico,
cortisona, acido ascérbico, corticosterona, glutadiona, cisteina, fructosa, glucosa y

creatinina [97].
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En los dltimos afios, se han ensayado diferentes derivados del luminol y en
ningtn caso se han obtenido, en las mismas condiciones, intensidades de
quimioluminiscencia superiores que con el propio luminol [98], concluyéndose que la
menor alteracion en el anillo heterociclico destruye las propiedades

quimioluminiscentes de la molécula.

1.3.2.2 Deteccién quimioluminiscente

En los sistemas en flujo (Figura 1.22), la reacciéon quimioluminiscente tiene lugar
al confluir los reactivos (A y B), que son transportados por canales separados, y se
observa en un lugar determinado después de la confluencia. El volumen entre el punto
de mezcla y el punto de observacion y el caudal del flujo, determinan el tiempo de
reacciéon transcurrido y por tanto el punto del perfil de intensidad de emisiéon
quimioluminiscente observado. El mezclado debe ocurrir cerca de la celda de medida
por razones cinéticas. Las medidas de quimioluminiscencia se pueden hacer unas
décimas de segundo inmediatamente después del mezclado, esto es particularmente

atil para monotorizar cinéticas (reaccién y emision) rapidas.

[etegindud o
HEILLIE)

Tietnpen de reaccitn  —

Feactivo A

1
1
1
celde '

Flhijo — -
Feraciivo B

Funto donde o8 reacitog ae
menclan w smpisza la maccuon
quirniolhurnimniecenie

Figura 1.22.- Posicion de la celda analitica respecto a la intensidad de
quimioluminiscencia.

La instrumentacién tan simple que se requiere para medir la quimioluminiscencia
es una de las caracteristicas mds atractivas para el andlisis. Dado que el método no

precisa de una fuente externa de radiacién, todo el equipo detector puede reducirse a
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una celda de flujo y un tubo fotomultiplicador con circuitos electrénicos auxiliares. No
es necesario ningin dispositivo para seleccionar la longitud de onda, ya que la tinica
fuente de radiacién es la reaccion quimica ente el analito y el reactivo, dando un

espectro caracteristico del reactivo quimioluminiscente.

El disefo de la celda es una de las variables de mayor interés. En 1981 Seitz [99]
estudié diversas celdas para medidas quimioluminiscentes en flujo. El disefio mas
frecuentemente usado en las técnicas en flujo es una espiral plana (Figura 1.23) que se

sittia tan cerca como sea posible del detector.

) —
J—»

Planta Pertil

Figura 1.23- Diseno de la celda de medida para las técnicas en flujo con deteccién
quimioluminiscente.

El objetivo fundamental, en el momento de disefiar una celda, es que la méaxima
intensidad de luz debe emitirse mientras la mezcla de reactivos esté delante del
detector. Esto exige un mezclado rapido (particularmente en reacciones rapidas) y una
celda que tenga un volumen apropiado para que el pico de emisioén se pueda medir. En
comparacién con las celdas de flujo utilizadas en otros métodos espectrofotométricos
(absorciéon y emision), las celdas de quimioluminiscencia tienen volimenes muy
grandes, debido en parte a la necesidad de recoger una mayor cantidad de luz emitida
[100, 101]. La sefial analitica se ve incrementada al aumentar la longitud de la espiral;
la longitud minima aceptable vendrd dada por la velocidad de reacciéon. No se obtiene

ninguna ganancia adicional si se utiliza una longitud de tubo innecesaria.
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1.4 Tratamiento de los resultados

La mayor parte de las aplicaciones de las técnicas en flujo van dirigidas hacia la
determinacién cuantitativa de diferentes especies de interés. Sin lugar a dudas la
metodologia mas utilizada para esta determinaciéon cuantitativa es la curva de
calibrado, representando la altura del pico o el drea que ocupa dicho pico frente a la
concentracion, tanto directa como inversamente. Una manera fécil de explicar esto es
mediante la absorbancia. Llamamos modelo directo al modelo clasico que utilizamos al

aplicar la ley de Lambert-Beer en calibracion univariante:

r=ko +kC (1)

donde r es la respuesta instrumental (absorbancia), que situamos en el eje de
ordenadas, y C es la concentracién del analito, que situamos en el eje de las abscisas
(Figura 1.24). Una vez calculados los coeficientes, podemos predecir la concentracion

en una muestra problema despejando C,

C=@-k)/ki (@
Si substituimos bo= — ko/ki y bi= 1/ki, vemos que en realidad estamos
prediciendo con la ecuacién
C=bg+ bir (3)
r 4 / {:' & i
r==k; +k,c c=b,+b,r
-
K, + . b, .
C r

Figura 1.24.- Calibracién univariante. Modelo directo (izquierda) e inverso (derecha).
La flecha indica la direccién en la que se realiza la prediccion.
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La calibracién inversa se basa en ajustar desde un principio el modelo de la
ecuacion 3, utilizando la concentracion como variable dependiente y la respuesta
instrumental como variable independiente (Figura 1.24). Estadisticamente es distinto
calcular los coeficientes a partir de la ecuaciéon 1 o de la 3. En calibracién univariante
preferimos la ecuacion 1 porque asumimos que la incertidumbre en las absorbancias (1)

es mayor que en la concentracion de los patrones.

Estos datos se pueden registrar en papel o ser adquiridos mediante programas
informaticos, como el AutoAnalysis, que nos facilitan mucho el tratamiento de datos.
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Figura 1.25.- Registro de la sefial analitica y tabla con valores de parametros basados en
dicha sefial.

El programa AutoAnalysis registra la sefial analitica y a su vez da gran nimero
de pardametro de interés basado en dicha sefal (comienzo del pico, final de pico,
maximo de pico, altura de pico y 4rea de pico (ver figura 1.25)). Ademas, permite el
procesamiento de los datos que acaba de adquirir o aquellos registrados en
experimentos anteriores. Dentro del procesamiento de datos, AutoAnalysis permite el
suavizado de los picos, asi como obtener su primera y segunda derivada, visualizar la
linea de base utilizada en el calculo de &reas y alturas de pico, asi como corregir su
integracion si se aprecia que no son correctas (ver figura 1.26), eliminar picos no

deseados (pequenas burbujas), realizar y trabajar con curvas de calibracion integradas
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(ver figura 1.27), hasta realizar el procesamiento en-linea de los datos mediante el uso

de condicionales. También se pueden almacenar los espectros obtenidos durante la

adquisicion y recuperarlos més tarde (ver figura 1.28).

o
Close data

Save data
Save data as ...

T T

Expart data values (. bxt)

Export graph data (.wmf)

Draw the graph with points
Invert graph

018

0.13

0.02

0.03

T T T T T T
4220 4220 4240 4250 4260 4270

Figura 1.26.- Ampliaciéon de un pico obtenido (linea roja). Se puede observar el
comienzo de pico, el maximo de pico, el final de pico (puntos azules) y la linea base

(linea negra). También se pueden ver las diversas opciones que tenemos para los datos

obtenidos.

L, Calibration viewer

& @ Name: 01070403 " Mea & Height
E’D 20 1 Height = 0.0338 + 00160 * Concentration
= 1 =1,3991
015 |
010 |
0.05 |
T T T T T
2 4 B ] 10
Cancentration

0,9041 0,0330 0,0000 Enabled

1.0476 00356 00000 Enabled
2 4559 1103 R NN F nahled

Figura 1.27.- Ventana donde se observa la curva de calibrado realizada por el

programa AutoAnalysis.
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Figura 1.28.- Ventana de representacion de los espectros almacenados. En la parte
inferior se observa un diagrama, del cual podemos elegir el tiempo al cual queremos
ver el espectro (imagen superior) moviendo la linea vertical.

Desde sus inicios se ha buscado que las técnicas en flujo resuelvan no sélo el
problema de la automatizaciéon de las aplicaciones, sino que también permitan la
determinacién de varios pardmetros a la vez. El método tradicionalmente utilizado
para resolver la falta de selectividad en muestras complejas, consiste en la separacion
previa de los compuestos quimicos puros antes de analizarlos. Si la separacién ha sido
completa ( ej: mediante cromatografia) tan solo es necesaria una medida univariante
para tener la informacién cuantitativa deseada. No obstante, ésta presenta un costo
elevado, ya que se necesita disponer de una instrumentacién analitica sofisticada e
invertir tiempo para optimizar las condiciones de separaciéon. Como alternativa, se han
desarrollado métodos quimiométricos, que permiten extraer la informacién requerida
sobre los componentes de interés de las muestras a partir del tratamiento de datos, sin

necesidad de una separacion previa.

Los modelos quimiométricos mas utilizados son la Regresion Lineal Multiple
(MLR), Regresiéon por Componentes Principales (PCR), Regresién Parcial por Minimos
Cuadrados (PLS) y Redes Neuronales (ANN). EI ANN es el tnico modelo aplicable

para respuestas no lineales.
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Regresion Lineal Multiple (MLR).

La Regresion Lineal Multiple, introducida en el afio 1960 por Sternberg y col.
[102], es el tratamiento multivariable mas sencillo. Calcula la relacién lineal entre la
sefial analitica y la concentraciéon aplicando el método de minimos cuadrados [103], y

se usa tanto en la calibracién directa como inversa.

En espectroscopia, se asume el cumplimiento de la ley Lambert-Beer para cada
uno de los componentes en todo el intervalo de trabajo y la aditividad de las
absorbancias en las mezclas. Asi, la ecuaciéon 1 se puede repetir para todas las
longitudes de onda de un espectro (ra, 15, ... 1i]), obteniendo de este modo un conjunto

de i ecuaciones y j incognitas.

ra = kao + ka1C1 + kaoCo + kasCs +...+ kAjCj (4)

Para la calibracion inversa la ecuacion 3, se convierte en la siguiente.

C =Dbo + birai + boraz + baras +...+ bjra; ©)

Tanto el modelo directo como el inverso permiten predecir la concentraciéon de
los analito a partir del espectro de la muestra. La diferencia reside en la informacién
necesaria para calcular el modelo. Para calcular un modelo directo debemos conocer la
concentracion de todos los componentes que absorben en las muestras de calibracion
[104] mientras que para el modelo inverso sélo es necesario conocer la concentracion
de los analitos de interés en dichas muestras. Por este motivo en calibraciéon

multivariante se prefiere el modelo inverso.

Regresion de Componentes Principales (PCR).

Este modelo de regresiéon consta de dos etapas. En la primera se efecttia una
reduccién de variables mediante un analisis en componentes principales (PCA) y en la
segunda se realiza la regresiéon de estos componentes principales sobre la matriz de

pardmetros a estimar, como por ejemplo concentraciones.
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En el andlisis en componentes principales, un ntimero elevado de variables, més o
menos correlacionadas, son transformadas en un numero inferior de wvariables
ortogonales (no correlacionadas) y que contienen la informacién principal del sistema,

eliminando informacion redundante o reduciendo la contribuciéon del ruido.

Geométricamente, el PCA es un cambio en la direccién y dimensionalidad de los
ejes. Busca las direcciones ortogonales que explican la maxima variabilidad de las
muestras y las utilizan como nuevos ejes de coordenadas llamados componentes
principales (PCs) para representarlas. El primer componente es la direcciéon que explica
la méxima variabilidad; el segundo se escoge de tal forma que sea perpendicular al
primero y que explique la maxima variabilidad una vez extraida la explicada por el
primer componente principal, y asi sucesivamente. Para poder definir estos nuevos ejes
se utilizan sus “loadings” que son los cosenos de los dngulos que forman con los ejes

antiguos. Los “scores” son las coordenadas de las muestras en estos nuevos ejes.

La regresiéon por componentes principales utiliza los componentes principales
encontrados mediante el PCA y realiza una regresion multiple inversa de la propiedad

a determinar sobre los “scores”, en lugar de realizarla sobre los datos originales.

Uno de los principales problemas con PCR es que los componentes principales
escogidos que mejor representan la matriz de datos pueden no ser los 6ptimos para la

prediccién de las concentraciones de los analitos que queremos determinar [105, 106].

Regresion Parcial por Minimos Cuadrados (PLS).

El modelo de regresiéon parcial por minimos cuadrados (PLS, Partial Least-
Squares Regresion) fue desarrollado por H. Wold en 1975 [107]. La diferencia con el
PCR es que se intenta que los primeros componentes contengan la mayor informaciéon
para la prediccion de la matriz Y. Para ello, durante la etapa de calibracion, el
algoritmo PLS utiliza tanto informacién contenida en la matriz de datos (matriz X)
como la informacién contenida en la matriz de la propiedad a determinar (matriz Y),
obteniéndose unas variables auxiliares llamadas variables latentes, factores o
componentes que tienen gran parecido a los componentes principales que se hallan a

partir de un PCR. En este caso, los “loadings” no coinciden exactamente con la
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direccién de méxima variabilidad de las muestras como en el caso de PCA, ya que

estan corregidos para obtener la maxima capacidad predictiva para la matriz Y.

Redes Neuronales Artificiales (ANN).

Las redes neuronales artificiales (ANN, Artificial Neural Networks) se pueden
definir como un sistema interactivo de calculo que intenta reproducir, de forma simple
y sencilla, el sistema de conexiones que existe entre las neuronas del cerebro humano
[108]. La sinapsis se representa por una conexiéon entre dos nodos y la fuerza sindptica
por un peso asociado a esta conexién. Las sefiales de entrada pasan a los nodos, donde
se realiza su suma ponderada. A continuacién, se transforman pasando a traves de una
funcién de transferencia hacia la salida. La propagacion de la sefial viene determinada

por las conexiones entre nodos y por sus pesos asociados.

Debido a que nuestras muestras para andlisis multicomponente son
relativamente simples, usamos la regresién lineal multiple. Pero antes de su uso fue
comprobada la aditividad de la absorbancia para los diversos isémeros
nitrosubstituidos después del protocolo de adsorciéon y adsorcion/elucién, asi como la
independencia de la eficacia de adsorciéon de la composicién de las disoluciones
estindares y la inexistencia de interacciones quimicas entre las especies en soluciéon

acuosa alcalina.

Para la deconvolucién usamos el WinMLR (Figura 1.29), disefiado por nuestro
grupo de trabajo. En el paquete de software aparecen varias formas de calibracion,
como por ejemplo calibrado simple, calibrado multiple o calibrado por adicién
estandar [109], que fueron evaluados. El calibrado multiple fue finalmente
seleccionado debido a la mayor exactitud obtenida comparando con la calibraciéon
simple y la mayor frecuencia de muestreo y sencillez frente al calibrado por adicién
estindar. Ademas el sistema de calibrado usado incluyé patrones binarios y ternarios
que mejoraron la robustez, al poderse considerar posibles efectos sinérgicos entre los

analitos y/o la membrana.
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Figura 1.29.- Imagen de la presentacion gréfica de los resultados en el WinMLR.
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2 Objetivos

El objetivo principal de esta tesis es el desarrollo, implementaciéon y puesta a
punto de nuevos métodos automaéticos de andlisis robustos y de bajo costo de
operacion para la determinaciéon de analitos de interés medioambiental, clinico e

industrial.
A continuacion se describen los objetivos especificos de los estudios:

e Implementacién y evaluacion de metodologias de flujo multiconmutado como
sistema de manipulacién de la muestra y para la determinacién analitica de los
analitos de interes mediante deteccion  quimioluminiscente o

espectrofotométrica.

e Desarrollo de procedimientos con el programa Autoanalysis para la

determinaciéon de cada uno de los analitos considerados.

e Desarrollo y evaluaciéon de un sensor en fase sélida para la determinaciéon de
ortofosfato con la finalidad de disminuir el limite de deteccién, utilizando el
método MSFIA para manipular la muestra y la quimioluminiscencia como

sistema de deteccion.

e Desarrollo y evaluacion de un método de andlisis mediante deteccion
quimioluminiscente con la finalidad de comparar las caracteristicas del uso de

un catalizador enzimatico y otro metélico.

e Desarrollo y evaluacion de una metodologia MSFIA para la determinaciéon

multicomponente mediante un optrodo de reflectancia difusa.

e Validacion de cada uno de los métodos analiticos propuestos mediante la

realizacion de ensayos de recuperacion.
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3 Disefio y estudio de un sistema de analisis por
inyeccion en flujo multijeringa (MSFIA) para la
determinacion de trazas de ortofosfato en aguas con

deteccion quimioluminiscente (CL)"

En este capitulo, se describen los estudios y experiencias realizadas para el
establecimiento de una metodologia analitica MSFIA-CL con la finalidad de determinar
ortofosfato en aguas a nivel de trazas. La metodologia fue fundamentada en la
oxidaciéon del luminol por el complejo vanadomolibdofosfato retenido sobre el

copolimero hidrofébico/hidrofilico, contenido en la celda de medida.

En el sistema MSFIA se realiza la formaciéon en linea de la especie
vanadomolibdofosfato, que es retenida en la celda del sistema de flujo por un
copolimero de N-vinilpirrolidona/ divinilbenceno situado delante de la ventana del
tubo fotomultiplicador. La determinacién del complejo inmovilizado es realizada
mediante una reacciéon CL en fase heterogénea gracias a sus propiedades oxidantes, ya
que oxida moléculas organicas, tal como la 3-aminoftalhidrazida (luminol), con la

subsiguiente emision de luz.
3.1 Experimental

3.1.1 Reactivos y disoluciones

Todas las disoluciones fueron preparadas utilizando reactivos de grado analitico
y agua destilada. La disolucién madre de ortofosfato con concentracién de 50 mg P 1-1
se obtuvo disolviendo 0.22 g de KHoPO, (Probus) en agua y diluyendo posteriormente
a 1000 ml. Las disoluciones de trabajo fueron preparadas a diario por dilucion de la
disolucion madre. Se preparé una disoluciéon de reactivo con una concentraciéon 1.5 x
10-3 mol It de molibdato aménico y 1.5 x 10-3 mol 1! de vanadato amoénico a partir de

(NH4)sM07024 4H>O (Panreac) y NHsVOs (Probus) en medio H>SO4 0.2 mol I7. Como

“1.P.A. Morais, M. Mir6, M. Manera, J.M. Estela, V. Cerda, M.R.S. Souto, A.0.S.S. Rangel, Anal. Chim.
Acta 506 (2004) 17.
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eluyente se utiliz6 una disolucién al 80% (v/v) de metanol en agua. Esta disolucién fue

desgasificada en un bafio de ultrasonidos durante 15 minutos antes de utilizarla.

El reactivo quimioluminiscente fue preparado disolviendo 0.0868 g de 3-
aminoftalhidrazida (luminol, 98%, Acrés organics) en 1.75 ml de NaOH 2 mol 1 y
diluidos hasta 100 ml con agua. Segin Bowie y colaboradores [110], el reactivo
quimioluminiscente es estable durante al menos 1 mes a un pH > 12.0. Por este motivo,
la metodologia quimioluminiscente es més apropiada, en ciertas circunstancias y para
determinado tipo de muestras, que la metodologia espectrofotométrica del azul de
molibdeno que implica el uso de reactivos reductores inestables (por ejemplo 4cido

ascorbico o cloruro de estafio), que se deben preparar a diario [111].

Para la preconcentracion del heteropolidcido se utiliz6 una resina de N-
vinilpirrolidona/divinilbenceno (Oasis® HLB, Waters) con un tamano medio de
particula de 30 pm y un didmetro de poro de 80 A. La celda de flujo en espiral fue
empaquetada mediante presion positiva, ejercida por una bomba peristéltica, con una
suspension de resina en agua destilada. Una frita de polietileno con un didmetro medio
de poro de 10 pm fue colocada a la salida de la celda de flujo para retener la resina en
el interior. Al final de cada dia de trabajo, la columna se lavaba con una disolucién de
NaOH 2 mol I para minimizar la compactaciéon de la resina [112] y asi prolongar la

vida del sensor al menos durante 10 dias.

3.1.2 Detector quimioluminiscente

La simplicidad del instrumental para medir la quimioluminiscencia ya ha sido
comentada en la introducciéon. Aun asi describiremos a continuacién el sistema de

deteccién utilizado.

Inicialmente, se construy6 una celda de flujo en espiral de polimetilmetacrilato
(PMMA). Esta consisti6 en un bloque de 3 cm en una de cuyas caras se fresé una
ranura en espiral (ver Fig. 3.1B) con un volumen interno de 40 pl, y una superficie de
emision efectiva de aproximadamente 0.75 cm?2. La cara perforada se cubrié con una
ventana de PMMA de un grosor de 1 mm usando cola de cianoacrililato. En el bloque

polimérico también se taladraron las entradas y salidas de liquidos.
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La celda de flujo se situé sobre la ventana de un fotomultiplicador (PSM)
Hamamatsu HS5784-04 (Ichino-cho, Hamamatsu, http://www. hpk.co.jp/eng) que
lleva incorporado en su interior un circuito de conversioén de bajo a alto voltaje y un

circuito amplificador de salida de bajo ruido, junto con el tubo fotomultiplicador.

Los tubos fotomultiplicadores, donde los fotones incidentes causan la emisiéon de
electrones por parte del fotocdtodo y los electrones emitidos son amplificados en
cascada, son los sensores maés utilizados en las aplicaciones quimioluminiscentes. Pero
debido a que su respuesta no es igual en todas las longitudes de onda, el tubo
fotomultiplicador usado debe poseer una respuesta apropiada a la longitud de onda o

al intervalo de longitudes de onda de emisién [113].

El PSM presenta la electronica esencial para operar como detector
quimioluminiscente (Fig. 3.1A para ver detalles): (A) Un conversor interno de bajo a
alto voltaje para los dinodos del tubo fotomultiplicador, (B) una red de resistores que
opera como divisor de potencial para alimentar los dinodos, (C) un voltaje de
referencia de 1.2 V para el ajuste de la ganancia y (D) un amplificador operacional para
convertir la intensidad causada por la luz emitida en una salida de voltaje de + 10 V a
fondo de escala. El detector quimioluminiscente montado en una caja de fabricaciéon
casera (como se observa en la figura 3.2) puede ser facilmente manejado mediante la
fuente de £ 12 V, en nuestro caso desde un conversor analégico-digital (A/D) de 10 bit
(Ibercomp, Palma de Mallorca, http:/ /www.ibercomp.es) equipado con ocho canales
analégicos de entrada. Por lo tanto, no es necesaria una fuente eléctrica adicional en el
detector para la apropiada operaciéon fotomultiplicadora. El tnico requisito es la
construcciéon de una fuente auxiliar e independiente de 9 V a causa de la imposibilidad
de usar las pantallas con la misma fuente que el PSM. Otro componente fundamental
es el circuito de realimentacién, que permite el control de la ganancia del
fotomultiplicador (G) por medio de un potenciémetro externo de 10 kQ, como el
mostrado en la Fig. 3.1A. La posicion del potenciémetro regula el voltaje de
realimentacién que puede ser cambiado en el rango entre 0.3 V (Ganancia =1) y 0.8 V
(Ganancia = 1000). Un resistor limitador de voltaje de 2 kQ) es usado para impedir

voltajes de realimentaciéon por encima de 0.8 V que podrian dafiar el fotomultiplicador.
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Figura 3.1.- (A) Ilustracién esquematica de la electrénica del detector CL. (B) Vista
frontal y lateral de la celda de flujo en espiral.

Dos voltajes son enviados por separado desde el fotomultiplicador al conversor
A/D. De este modo, uno de los ocho canales de entrada del conversor (canal 4 en la
Fig. 3.1A) es usado para leer el voltaje de realimentacion aplicado para el control de la
ganancia, y otro (canal 7) es usado para registrar la salida del voltaje del PSM. Estos
voltajes son proporcionados a las pantallas para facilitar la inspeccién visual de la
ganancia seleccionada y las variaciones en la emision de luz. La salida digital del
conversor A/D generada desde los valores analégicos de ganancia y sefial
quimioluminiscente es adquirida por el ordenador via un interfaz serie RS485. La
conexion directa del detector quimioluminiscente y el puerto serie estindar del
ordenador viene asegurada mediante una tarjeta de adaptaciéon Ibercomp RS485-
RS232C (Ibercomp, Palma de Mallorca, http://www.ibercomp.es). El control del
conversor A/D y la tarjeta de comunicacion es realizado a través de una DLL, que
suministra los valores de ganancia y el voltaje del PSM al programa Autoanalysis con

una velocidad de lectura méxima de 30 s1.
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Figura 3.2.- Detalle del detector
quimioluminiscente, con la célula
de flujo en espiral enfrentada a la
venta del fotomultiplicador. La
caja situada en la posicion
posterior  contiene toda la
electrénica del sistema.

3.1.3 Procedimiento para el anélisis quimioluminiscente
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1 l 1 |
Portador R4 R: R

Figura 3.3.- Esquema del sistema de determinacién de trazas de ortofosfato en aguas
usando el sensor 6ptico disefiado. MS: multijeringa; PSM: médulo fotosensor; O: sensor
6ptico en fase solida; HC: bucle de carga (230 cm); RC: bucle de reaccién (160 cm); a) y
b) conectores; W: desagtie; S muestra; Portador: agua destilada; R1 = Molibdato
amoénico 1.5 x 103 mol I1 y vanadato aménico 1.5 x 103 mol I en H>SO4 0.2 mol I'; Ry =
luminol 5 x 10-* mol 1! en NaOH 0.035 mol I'}; R3 = MeOH 80% (v/v).

En la figura 3.3 puede observarse un disefio esquematico del sistema MSFIA
desarrollado. Como dispositivo impulsor de liquidos se utilizé una multijeringa de
velocidad programable (MicroBU 2030, Crison, Alella, Barcelona, Espafia) [114]. Las
jeringas 1, 2 y 3 tenian una capacidad de 2.5 ml y contenian portador (agua), disolucién

de molibdato/vanadato y luminol en medio alcalino, respectivamente. Mientras que la
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jeringa 4 tenia una capacidad de 1 ml y contenia el metanol. Ademas se incluyeron dos
valvulas solenoides en el sistema, permitiendo la inyeccién de la muestra y el lavado
entre muestras consecutivas. Inicialmente, todas valvulas solenoides fueron colocadas

en la posicion ‘OFF’ (desconectadas).

Tabla 3.1.- Protocolo para la determinacién de ortofosfato in aguas usando el sensor
optico MSFIA-CL.

.. Posiciéon valvulas C
Pasos | Operacion 1 > 3 n 5 G Descripcion

1 Dlspgnsar 0.6 ml a 75 OFF | OFF | OFF | OFF | OFF | OFF A]us’Fe de la posicién de
ml min”! los pistones.

’ A§p111'ar 06 ml a 4 ml oN | orr | orr | ore | OoFF | OFF Limpieza del canal de
min. muestreo

g |Dispensar 1.8 ml a 7.5 51 | pr | OFF | OFF | ON | OFF | Lavado del HC
ml min..

4 Empezar Loop.

5 A§p1rar 1.8 ml a 4 ml oN | orr | orr | ore | oFF | OFF Aspiracién de muestra en
min’. el HC

Dispensado de muestra y
vanadomolibdato al RC,

6 D1.spensar 2mlallml ON | ON | OFF | OFF | ON | ON | P22 la Uf(?rmamon del
min. heteropolidcido y

preconcentracién en la
resina.

7 Agpuar 2 mla?75 ml oFF | oFr | OFF | oFF | ON | ON A]ust'e de la posicién de
min-. los pistones.

3 Dlspe?nsar 1.3 ml a 0.5 oN |orr | orr |l orr | on | on Lavado del RC y del
ml min-. reactor empaquetado.
Empezar la medida con

9 un voltaje de 14 lecturas por segundo.
realimentacién de 0.7 V.

. Dispensado del luminol y

10 Dlspe'nsar 015 ml a 14 OFF | OFF | ON | ON | OFF | OFF | el metanol, tiene lugar la
ml min-. . 2

reaccién CL y la elucién.
. Dispensado de portador

11 Ellliple nsar 0.15 ml a 2 ml ON | OFF | OFF | OFF | ON | ON |para recuperar la linea

' base.

12 | Detener medida.

13 Dlspgnsar 02 ml a 75 orr | oFr | oFF | OFF | OFF | OFF A]us’Fe de la posicién de
ml min. los pistones.

14 | Repetir n veces el Loop. n: numero de inyecciones.

a]os valores indicados de caudal y volumen se refieren a la jeringa 1.

El protocolo se describe en la tabla 3.1, donde los tres primeros pasos hacen

referencia al cambio de muestra para evitar la contaminacion entre dos muestras
consecutivas, usando la valvula 6 conectada al desagiie para no hacer pasar el fluido de
lavado por todo el sistema. En estos pasos la muestra es aspirada a través de la valvula

solenoide 5 en posicién ‘OFF’, para lavar el tubo de aspiracién con disoluciéon nueva;
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después con la valvula 5 en posiciéon ‘ON’ y la 6 en posiciéon ‘OFF’, dirigida hacia el
desagtie, el bucle de carga (HC) es vaciado con agua. Un volumen preciso de muestra
es aspirada dentro del HC usando la jeringa 1, cuando la valvula solenoide 5 esta en
‘OFF’ y la valvula 1 en “ON’ (paso 5). Posteriormente, se activan las valvulas 1, 2, 5y 6,
con lo que la muestra y la disolucién de molibdato/vanadato llegan al conector de tres
vias (a), en donde se empieza a formar el heteropolidcido, que sera retenido en la fase
solida colocada en el interior de la celda (paso 6). Una vez formado el heteropolidcido
en el bucle de reacciéon (RC) y adsorbido en el material polimérico, se procede a la
elucion (paso 8) colocando las véalvulas 3 y 4 en posiciéon ‘ON’. Entonces se introduce
en el sistema el luminol y el metanol mediante un conector de cuatro vias (b) que se
conduce al detector, donde la reaccion quimioluminiscente y la elucién del compuesto
reducido tiene lugar (paso 10). La proporciéon de 1:0.4 entre el luminol y la disolucién
de metanol (basado en los volimenes de las jeringas) permite realizar la reacciéon

quimioluminiscente y la elucién durante el mismo paso, sin pérdida de sensibilidad.

3.1.4 Meétodo espectrofotométrico de referencia

El método de referencia consisti6 en la reaccién de molibdato amoénico en medio
acido con ortofosfato para formar un heteropolidcido, que es reducido a azul de
molibdeno con 4acido ascérbico [111]. La absorbancia es medida a 710 nm, y la
concentracion de ortofosfato es determinada usando un gréfico de calibracion con

rango dindmico lineal desde 0.10 a 1.30 mg P 1-1.

3.2 Resultados y discusiéon

Los primeros ensayos del sensor 6ptico quimioluminiscente en fase sélida se
efectuaron con un sistema en flujo multiconmutado que utilizaba una bomba
peristaltica con tubos elasticos de Tygon para impulsar los fluidos. Sin embargo, el
continuo desgaste de los tubos de Tygon y el uso de una estrategia de inyecciéon basada
en el tiempo obligaba a una recalibracién diaria del sistema en flujo. Con la sustituciéon
de la bomba peristéltica por el sistema multijeringa, los inconvenientes mencionados

son superados, de aqui que se lograra una mejora sustancial en la robustez.
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Después de unas pruebas iniciales para seleccionar los valores aproximados para
cada parametro, se estudiaron las diferentes variables usando un método univariante.
Estos estudios se realizaron comparando la diferencia entre la sefal analitica de una

disolucion patrén de 50 pg P 11 y la sefial del blanco.

3.2.1 Selecciéon de la resina adsorbente

Los estudios preliminares se centraron en la seleccion del material sélido
adecuado para realizar la preconcentracion en linea del acido vanadomolibdofosférico.
Inicialmente, se prob6 una columna de silica gel modificada quimicamente con grupos
octadecilo (Cis) atendiendo a resultados bibliogréficos descritos para la retenciéon de
heteropolidcidos [115]. Sin embargo, el acido vanadomolibdofosférico mostré un
coeficiente de retencion bajo en este material con una alta distribuciéon longitudinal
después de la preconcentraciéon de unos pocos pl de muestra. La alta polaridad del
heteropolidcido puede ser el factor que dificulte la adsorcién en la resina Cis. Ademas,
el soporte de silica gel se hidroliza en el medio alcalino (pH > 9) requerido para la
oxidacién CL del luminol, lo que a largo plazo dificulta la aplicabilidad del sensor
como consecuencia de la disminucion de sus sitios activos. Tomando en consideraciéon
la polaridad del heteropolidcido, también se descart6 el uso de una resina copolimérica
no polar, como estireno-divinilbenceno. El nuevo copolimero N-vinilpirrolidona
/divinilbenceno, que incluye un balance hidrofilico/hidrofébico, fue seleccionado
como la fase solida mas apropiada para el nuevo sensor CL. Al contrario que la
columna Cis, no se observé efecto de preelucion del analito en la fase sélida

copolimérica seleccionada.

3.2.2 Investigacion de las variables quimicas

Para la formacién en linea del heteropolidcido en fase homogénea, se probaron
concentraciones de molibdato amoénico comprendidas entre 5 x 10y 5 x 103 mol I! en
acido nitrico 0.4 mol 1. Se seleccion6 una concentracién de molibdato de 1.5%10-3 mol
I'1, al observarse que para una disolucion de 50 pg P 11 la sefial CL es méxima
mientras que la sefial del blanco permanece en un valor minimo, como se muestra en la

Figura 3.4.
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Figura 3.4.- Influencia de la concentraciéon de molibdato en sefial analitica (x) y el
blanco (*) usando una disolucién estandar de 50 pg P 1.

Se consider6 la adiciéon de metavanadato amoénico al 4cido molibdico con la
finalidad de mejorar la determinaciéon de fésforo (V) usando luminol [116]. Se
ensayaron, con una concentracion de molibdato aménico 1.5 x 10-3 mol I, diversos
contenidos de metavanadato amoénico; 0.1 x 103, 1.5 x 103 y 2.5 x 103 mol 1. La
disolucién seleccionada, debido al aumento de sefial hasta esta concentracion, fue la de
1.5 x 103 mol 1. Este efecto puede ser atribuido a la disminucién en el potencial de
reducciéon del complejo en presencia de V (V). Para mejorar la sensibilidad se adicion6
antimonio a la disoluciéon de molibdato, el cual actia de catalizador de la reducciéon de
los heteropolidcidos [115] a través de la formacion de la especie
antimonilmolibdofosfato [112]. En una disolucion de molibdato amoénico 1.5 x10-3 mol
I, se observaron incrementos del 30 y del 42% en las sefiales CL cuando contenian Sb
0,05 mmol I* 0 VO3~ 1.5 x 103 mol 17, respectivamente. Se eligié la disolucién con
vanadato para mejorar el nivel de aplicabilidad del sensor y evitar la incompatibilidad
del metal con los medios de reaccién. No se recomiendan concentraciones mas altas de
antimonio al observarse una disminucién de la sefial analitica. Dado que la formacién
de vanadomolibdofosfato necesita un medio acido, las disoluciones conteniendo 1.5 x
10-3 mol I de molibdato aménico y 1.5 x 10-3 mol 1! de vanadato aménico con 0.4 mol
It de H;0O* se prepararon usando medios de HNOs, HCl y H>SO,. La disoluciéon de HCl
proporcion¢ la sefial CL més baja. Se logro un aumento del 50% en la altura de los
picos al comparar los valores obtenidos con la disolucién de H>SO4 respecto a la del

HNO:s. Este hecho viene probablemente ocasionado por el aumento de la temperatura
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durante la formacién del complejo, como consecuencia de la dilucién exotérmica

dentro del sistema al mezclar muestra y reactivos que contienen H>SOs.

La concentraciéon de &cido es un pardmetro critico en el funcionamiento del
sensor quimioluminiscente, debido a los efectos opuestos en la sensibilidad y
selectividad de la reaccion con molibdato [112,116,117]. Un aumento en Ila
concentracion de 4acido reduce las interferencias de silicato pero produce una
disminucién de la sensibilidad, mientras que concentraciones bajas de acidos, incluso
en ausencia de ortofosfato, produce la autorreduccién del molibdato [117-119]. Por
estos motivos, se probaron concentraciones de H>SO4 que variaron entre 0.10 a 0.30 mol
I'1. Por supuesto, a la concentracién de dcido mas baja se encontraron el blanco y la
sefial mds alta. Aunque la relacién mas elevada entre sefial analitica y blanco se
consiguié con un medio de H>SO4 0.15 mol 17, el reactivo molibdato/vanadato en
H>S04 0.2 mol I se seleccioné como un compromiso entre el blanco, la sefal analitica y

la potencial interferencia del silicato.

Para proporcionar un medio alcalino para la reaccién quimioluminiscente del
luminol en el sensor 6ptico después de la retencion del heteropolidcido, el reactivo
quimioluminiscente se disolvié en una disolucién de hidréxido sédico para asegurar
una baja sefial del blanco [40]. Tras probar con luminol 8 x 10-* mol 11 diversas
disoluciones de hidréxido s6dico comprendidas entre 0.02 y 0.05 mol 11, se eligi6 la
disolucion de NaOH 0.035 mol 1! por producir la sefial CL mds alta sin elevar
excesivamente el blanco. La influencia de la concentracién de luminol en las medidas
CL en fase heterogénea se estudi6é en el rango de 6 x 10+ a 7 x 103 mol 1. Los
resultados obtenidos sefialaron un aumento significativo en la altura de los picos hasta
5 x 103 mol 1. La sensibilidad disminuyé para concentraciones de luminol mas

elevadas, este hecho se puede atribuir a fenémenos de autoabsorcién [40].

Aunque las dos reacciones implicadas en la metodologia MSFIA, la formacion del
complejo en medio 4cido y la reacciéon CL con luminol en condiciones alcalinas, tienen
pHs incompatibles, no se aplican procedimientos adicionales de neutralizaciéon como
los descritos en procedimientos cromatograficos [116]. Este hecho es debido a la
separacion fisica entre ambas reacciones, la inyeccion del luminol en medio alcalino se

produce sobre la especie heteropolidcida retenida y aislada en la resina. El apropiado
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ajuste de la acidez de la primera reaccién [120] y la discriminacién cinética de otros
heteropolidcidos formados por oxoaniones tales como el silicato y el arseniato
[121,122], se utilizan como estrategias para minimizar las interferencias en aplicaciones
reales [123], evitando la necesidad de agentes enmascarantes como el tartrato o el

oxalato [124] o calibraciones multivariantes [115,125].

En la bibliografia se describe que los surfactantes aumentan la eficacia en la
generaciéon de moléculas en estado excitado [40, 72], y por lo tanto se investigd este
hecho en el sistema propuesto. Se evaludé la influencia de dos surfactantes, uno
aniénico, el dodecilsulfato soédico (SDS) y otro catiénico, el cloruro de
hexadeciltrimetilamonio (HTAC). Se afiadi6 a la disolucion de luminol una
concentracion 0.5 % (w/v) de cada surfactante, lo que estd por encima de la
concentracion micelar critica en agua. En ambos casos, tanto la sefial analitica como la
repetitividad decrecieron drasticamente (70 y 25%, respectivamente) respecto a los
resultados obtenidos sin usar medio micelar. Ademas, el cambio de color progresivo

del sorbente copolimérico indicé la retencion del surfactante.

Estudios bibliograficos mencionan que la reaccién CL entre el luminol y una
especie oxidante es catalizada por trazas de metales en medio alcalino [126,127], y la
cinética de formacion del azul de heteropolidcido depende de la presencia de metales
en el medio de reaccion [115]. En consecuencia, el cobalto y el antimonio fueron
seleccionados como posibles catalizadores. Como ambas especies no pueden ser
afiadidas a la disolucién de luminol debido a la precipitacién de Co(OH) e hidrolisis
del antimonio, se sincronizé la inyeccion de cantidades definidas de reactivo con la
adicion del luminol y el metanol usando un nuevo protocolo, lo que requiri6 el
reemplazo de la confluencia b de la Figura 3.3 por un conector de cinco vias. Sin
embargo, no se observé en ningln caso una mejora sustancial en la cinética de la
reaccion quimioluminiscente, principalmente atribuida a la contribucién del antimonio
a la formacién del agente oxidante en ausencia de vanadio(V) y la influencia de las
trazas de metales en las reacciones CL que implican la generacion de oxigeno activo

como agente quimioluminiscente.
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3.2.3 Investigacion de las variables fisicas

La longitud, didmetro, y tipo del bucle de reaccién (RC) fueron estudiados
considerando exclusivamente los requisitos cinéticos de la formacion del
heteropolidcido, ya que el rdpido proceso CL esta integrado en el detector. La longitud
del RC fue lo mas corta posible para minimizar la interferencia de silicato, pero
suficientemente larga como para dar lugar a wuna eficaz formacion de
vanadomolibdofosfato. Se seleccioné un bucle de reaccién anudado con el objeto de
lograr una menor dispersion axial, una mezcla mas homogénea de reactivo y muestra
[128] y garantizar un alto rendimiento de la reaccién. Con las variables quimicas
seleccionadas en el punto anterior, se evaluaron los caudales de los diferentes pasos
incluidos en el protocolo, los cuales vienen indicados en la Tabla 3.1. No se encontraron
diferencias significativas (5%) al cambiar el caudal en el intervalo de 1.0 a 2.6 ml min!
durante la formacién del heteropoliacido. Se eligié un caudal de 2.2 ml min-, ya que
caudales mayores provocaron sobrepresiones que deterioraron la actuacién de la fase
solida. El caudal de lavado se vari6 desde 0.5 a 1.3 ml min-'. En este caso particular, es
recomendable el uso del caudal mas bajo posible por las dimensiones de las jeringas,
0.5 ml min~!, al observarse una disminucién de la sefial para mayores caudales
atribuido al efecto de preeluciéon. Se ensayo el caudal total durante la reaccion CL,
deteccion y elucion entre 1.3 y 2.3 ml min-. La sefial analitica aumenté con el aumento
del caudal debido a la rapida cinética de oxidacién del luminol [40]. Para evitar la
compactaciéon excesiva de la fase solida, se eligié6 un caudal de 2.0 ml min~! como
compromiso entre sensibilidad y aplicabilidad a largo plazo del sensor optico. La
influencia de la temperatura en la formacién del heteropoliacido fue estudiada usando
un bafio termoestatico. Como no se observé mejora considerable en la sefial analitica
CL entre 28 y 40 °C, se seleccioné una temperatura de 28 °C (temperatura ambiente),
ademas se evitd de este modo las interferencias debidas al silicato, ya que estas

aumentan con la temperatura [112].
3.24 Caracteristicas analiticas del método
Bajo las condiciones fisicas y quimicas mencionadas, y usando un voltaje de

realimentacién de 0.7 V, con un valor de ganancia de 800, se consiguié un grafico lineal

de calibracién comprendido entre 5 y 50 pg P 11 (ICL = 110[P]-497, r = 0.9975). El
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rango lineal de la metodologia desarrollada es mas pequefio que el de otros métodos
quimioluminiscentes, esto se puede explicar por el hecho que la reaccién CL ocurre
entre especies en dos fases diferentes o que la retencién de vanadomolibdofosfato se
produce en la fase sélida situada fuera de la zona de deteccion del tubo

fotomultiplicador.

El limite de detecciéon y cuantificacién, calculados como la concentracion
correspondiente a la media del blanco (evaluado para diez inyecciones consecutivas)
mas tres o diez veces la desviacion estdndar, fue de 2 y 4 pg P 171, respectivamente. La
repetitividad fue calculada efectuando 10 inyecciones consecutivas de tres disoluciones
estandar. Se obtuvieron desviaciones de estdndares relativas (R.S.D.) de 2.6, 1.6 y 2.3%
para concentraciones de ortofosfato de 10.9, 31.1 y 44.4 pg P 1-1. La reproducibilidad,
calculada como el coeficiente de variaciéon obtenido analizando la misma disolucién
estandar (50 pg P 171, tres réplicas) con tres reactores de fase sélida recientemente
empaquetados, fue del 3.0 %. La frecuencia de andlisis para una muestra de 1.8 ml fue

de 11 h-1.

3.2.5 Estudio de interferencias

Aunque el optosensor propuesto muestra una elevada tolerancia a muestras con
elevado contenido en iones (por ejemplo: sales disueltas) debido a la selectividad de la
reacciéon en fase homogénea y al paso de preconcentraciéon del analito en la resina
copolimérica, el método CL estda sometido a las interferencias de los diferentes
oxoaniones que forman heteropolidcidos como son el arseniato y el silicato. El silicato
estd presente frecuentemente en aguas naturales en concentraciones mas altas que el
ortofosfato, del orden de una a tres veces [112]. Estd bien documentado que la
velocidad de formacién de silicomolibdato es mucho maés lenta que la de formacion de
fosfomolibdato, igual que la velocidad de reduccién al complejo azul [115,117]. Bajo las
condiciones 6ptimas, no se observé la interferencia de silicato hasta una relacién de
concentraciones Si/P de 500, que implica una mejora de 125 veces respecto al método
espectrofotométrico clasico del vanadomolibdato [123]. Relaciones de concentracion
mas elevadas llevan a una disminucién de la sefial analitica como consecuencia de la
competicion entre ambos complejos por los centros activos del material polimérico. La

alta tolerancia para el silicato mostrada por el sensor 6ptico, en condiciones dindmicas,
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pueden ser explicadas de acuerdo a factores relacionados con las diferentes
propiedades de ambas especies de heteropolimolibdatos, es decir, la capacidad para
ser retenidos por la fase sélida Oasis® HLB, al ser la retencion mas eficaz y el potencial

de reduccién mas bajo para el vanadomolibdofosfato.

Con respecto al arseniato, no se observaron interferencias mayores del 5 %
cuando el As y el P se hallaron presentes en la misma concentracion. Las muestras
medioambientales, que normalmente presentan una concentracion de arseniato mucho
menor que el ortofosfato, pueden por lo tanto ser analizadas con este método. En areas
con contaminaciéon de arsénico, la interferencia de arseniato podria ser evitada por
pretratamiento de la muestra con tiosulfato para reducir el arseniato a arsenito, que no
reacciona con el molibdato [112]. No se suponen interferencias por iénes metdlicos
capaces de precipitar como oxihidréxidos (por ejemplo: Fe) en el medio alcalino
requerido para la reacciéon CL, debido a que el analito es separado de la muestra por
adsorcion del dcido vanadomolibdofosférico en la resina copolimérica bajo condiciones

acidas.

3.3 Analisis de muestras

La aplicabilidad del sistema MSFIA con deteccion CL se demostré a través de la
determinacion de trazas de ortofosfato en diferentes muestras no contaminadas, como
agua mineral, de pozo, de grifo y agua de estanque. También se analizaron aguas de la
caldera de una planta de incineraciéon (Son Reus, Mallorca), donde el ortofosfato es
junto al pH un factor importante en la precipitacion de sales en las tuberias del circuito.
En la tabla 3.2 se comparan los resultados experimentales obtenidos usando el nuevo
método automaético con el método estdndar consistente en la determinacién fotométrica
del complejo azul de molibdeno obtenido por la reducciéon quimica de Mo (VI) a Mo

(V) en la especie heteropoliacida.

Para obtener concentraciones de ortofosfato dentro del rango lineal de la
metodologia MSFIA, se necesit6 la dilucién apropiada de la muestra. No se observaron
diferencias estadisticas entre los resultados obtenidos por ambas metodologias, usando

la prueba de comparacién de la t de Student [129] en un nivel de significacién de 0.05 y
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4 grados de libertad, ya que el valor de la t critica es mayor que la t experimental para

todas las muestras analizadas.

Tabla 3.2.- Determinacién de ortofosfato en aguas usando el sensor 6ptico MSFIA-CL y
el método de referencia espectrofotométrico del azul de molibdeno.

Ortofosfato encontrado (pg P 1)
Muestra MSFIA Meétodo de RD (%)2 t expb
referencia
Agua de pozo 109+5 112+4 -3.48 0.8
Agua de estanque 136+3 141+3 -3.55 2.0
Agua de caldera 568 + 4 564 + 6 +0.86 1.0
M
Agua de caldera 487 £5 474 £ 6 +2.74 2.5
(2)

Los resultados son expresados por la media de tres medidas * desviacién estandar.
aRD, Desviacion relativa
bt exp, valor de la t experimental; t critica (n = 4, 0.05) = 2.78

Tabla 3.3.- Recuperaciones de ortofosfato para muestras de aguas no contaminadas
usando el sensor MSFIA propuesto.

Muestra Ortofosfato anadido Ortofosfato encontrado Recuperacion (%)
(pg P 1Y (pgP17) P

- 38.2+0.7 -
_ 10 49+1 102.9
Agua de grifo 20 59.2 0.1 101.7
30 69+2 101.2

- 17.7£0.9 -
10 29.4+0.9 106.1
Agua de pozo (I) 20 40.6+04 107.7
30 47+1 97.9

- <DL» -
. 5 51+0.2 102.0
Agua mineral 10 97+05 97.0
20 19+1 95.0

- 30.64 +0.02 -
5 37.8+0.2 106.0
Agua de pozo (II) 10 412+05 101.4
20 50+1 98.7

- 28+2 -
Agua de caldera 150 333;2 i 3.2 19021'18
20 49.5+0.9 103.1

Los resultados son expresados por la media de tres medidas + desviacién estandar.
aLimite de deteccién = pg P 1.

Para muestras de agua no contaminadas con contenidos de ortofosfato por debajo
del limite de deteccién del método de referencia pero dentro del rango lineal de trabajo

de la metodologia MSFIA, la ausencia de interferencias multiplicativas en la matriz se
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verificé utilizando el método de la adicion estdndar, ya que la cantidad de analito
anadida ha sido recuperada con una diferencia maxima del 4.0 %, como se muestra en

la tabla 3.3.

Aunque el optosensor MSFIA-CL no se aplic6 a aguas salinas, la metodologia
aplicada esta inherentemente libre del efecto “quenching” del cloruro debido a que la

matriz es eliminada antes de la deteccién CL.
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4 Diseno y estudio de un sistema de analisis por
inyeccion en flujo multijeringa (MSFIA) para la
determinacion de glucosa basado en el uso de glucosa
oxidasa inmovilizada y deteccion quimioluminiscente

en fase homogénea®

En este capitulo, se exponen y evaltaan las posibilidades de la técnica MSFIA para
utilizar enzimas inmovilizados conjuntamente con la deteccion CL empleando
reactivos y catalizadores solubles. Se establecen y comparan dos métodos MSFIA-CL
que utilizan la oxidacion del luminol por el peréxido de hidrégeno previamente
generado y que es catalizada por trazas de metales o por enzimas solubles. El
procedimiento se basa en la oxidacion de la forma anomérica  del sustrato catalizada
por la flavoproteina glucosa oxidasa (GOD) a P-gluco-d-lactona y perdxido de
hidrégeno usando el oxigeno molecular como aceptor de electrones. Posteriormente, el
oxidante generado se combina con luminol en medio alcalino y un catalizador para

producir la correspondiente emisioén de luz.

41 Experimental

411 Reactivos y disoluciones

Todos los reactivos quimicos utilizados fueron de grado analitico y se utilizo
agua desionizada (18.2 MQ cm) obtenida con un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford,
MA).

Como reactivo quimioluminiscente se utiliz6 1.4 mg de 3-aminoftalhidrazida
(luminol, Across Organics, New Jersey) disuelt6 en 1.4 ml de NaOH 2.5 mol I y

diluida hasta 100 ml con agua.

“ M. Manera, M. Miro, J.M. Estela, V. Cerda, Anal. Chim. Acta 508 (2004) 23.
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La disolucion madre de cobalto (II) se preparé disolviendo 4.93 g de
Co(NOs3)2 6H2O en agua y diluyendo a 1000 ml. Las disoluciones de trabajo se
prepararon a diario por diluciéon de la disolucién madre. La disolucion de trabajo del
catalizador orgénico contenia 0.5 g de peroxidasa (HRP, Type I, 80 u mg sélido,
Sigma, St Louis) en 50 ml de disolucion tampén pH 7 de
dihidrogenofosfato/hidrogenofosfato 10 mmol 1-1. La disolucién tampén se usé como
portador y también como medio de almacenaje del reactor empaquetado durante

intervalos de tiempo prolongados.

La disolucién madre de glucosa (0.1 mol I-?) se prepar6é semanalmente a partir de
cristales de a-D-glucosa (99.5%, Sigma). Las disoluciones de trabajo de glucosa se
prepararon diariamente por dilucién apropiada con disolucién tampoén de

dihidrogenofosfato/hidrogenofosfato 10 mmol I-2.

41.2 Preparacion de la enzima

La enzima glucosa oxidasa (GOD) fue inmovilizada sobre esferas de vidrio con
amino-propilo con un contenido en amina de 90 pmol g de vidrio™ (Sigma, 500A de
tamafio medio de poro, 200-400 mesh) usando el procedimiento detallado a

continuacion:

Se afiadieron 5 ml de una disolucién de gluteraldehido (Sigma) al 2.5 % (w/v) a
0,25 g de esferas con el objetivo de activar las esferas modificadas por formaciéon de
bases de Schiff. La mezcla resultante se agité durante 60 min a temperatura ambiente
en atmosfera de nitrégeno. Las esferas de vidrio activadas fueron filtradas y lavadas
consecutivamente con agua destilada y disolucion tampén pH 7.0 de
dihidrogenofosfato/hidrogenofosfato 0.1 mol 1! hasta la desaparicién completa del
olor tipico del gluteraldehido. A continuacién, se afiadieron 1632 unidades de GOD
(Sigma, 5.7 mg prot ml7; 340 u mg-! proteina) al vidrio pretratado, y la mezcla se
guardo en atmosfera de nitrégeno, y en frio durante 4 horas usando un bafio de hielo.
Finalmente, las esferas fueron filtradas, lavadas y almacenadas en una disoluciéon

tampon de dihidrogenofosfato/hidrogenofosfato 0.2 mol I (pH 7.0) a 4 °C.
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El reactor con la GOD inmovilizada fue preparado empaquetando 44 mg esferas
que contienen el enzima inmovilizado en una microcolumna de poli(metilmetacrilato)
(PMMA), 15 mm x 3 mm d.i.. Se usaron pequefas cantidades de lana de vidrio y fritas
de polietileno (10 pm de tamafo de poro) para retener la fase reactiva. Se recomienda
el almacenaje a 4°C y en medio tamponado cuando no se usa durante largos intervalos

de tiempo.

41.3 Detector quimioluminiscente

El detector esta descrito en el apartado 3.1.2 (pagina 58).

41.4 Protocolo operacional

Se utilizé una multijeringa con velocidad programable (MicroBu 2030, Crison
Instrumentos, Alella, Barcelona) como instrumento impulsor de liquidos para realizar
las operaciones. Esta fue equipada con cuatro jeringas (etiquetadas S1-54) [35]. S1 y S4
tenian una  capacidad de 25 ml y contenian el  portador
(dihidrogenfosfato/hidrogenfosfato 10 mmol 1) y la disolucién alcalina de 3-
aminoftalhidrazida, respectivamente. También se conectaron al médulo multijeringa
una jeringas de 2.5 ml (S2) y otra de 1.0 ml (S3) con portador y catalizador (Co(II) o
HRP), respectivamente. La figura 4.1 ilustra la configuracién del sistema de flujo para
la reacciéon CL catalizada por Co(Il), mientras que abajo se dibuja las modificaciones

requeridas para usar la HRP como catalizador.

Se utiliz6 un moédulo de valvulas de seleccion de ocho canales (Crison
Instruments) como sistema inyector, para eliminar la contaminacién entre muestras

inyectadas consecutivamente.

Los procedimientos experimentales desarrollados para la determinacion indirecta
de glucosa por oxidacién enzimadtica con la GOD empaquetada en un reactor y
posterior oxidacién del luminol catalizada por Co(lI) o HRP usando el peréxido de
hidrégeno obtenido como producto de la reaccién anterior implican 5 protocolos

principales (detallados en la Tabla 4.1): lavado del sistema de tuberias incluyendo la
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tuberia de la muestra, inyecciéon de la muestra, oxidacién enzimatica de la glucosa,
medida CL y lavado del sistema de tuberias. Cada protocolo incluye varios sub-pasos
dedicados al movimiento de las jeringas, valvulas solenoides y de seleccién y la

eleccion del caudal apropiado para las diversas operaciones.
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Figura 4.1.- Esquema del MSFIA-CL para determinacién de glucosa usando un
catalizador (Co(II) o HRP) en fase homogénea. Las modificaciones del sistema para
usar la HRP se observan el el cuadro inferior. C: portador; Ct: Catalizador; R: reactivo
CL; MP: multijeringa; S: jeringa; SV: valvula solenoide; MV: véalvula de seleccion; HC:
bucle de carga (90 cm); KR: reactor anudado (100 cm); RL reactor lineal (4 cm); S:
muestra; IMER: reactor con el enzima inmovilizado; PSM: tubo fotomultiplicador; T:
conectores y W: desagiie.

Inicialmente, se llenan las jeringas del médulo MSFIA con los reactivos
apropiados y los conductos y la tuberia de la muestra son lavados con el portador y la
muestra a ser analizada, respectivamente, (paso 2-5 en la Tabla 4.1). El volumen de
lavado de muestra se envia al desagiie a través de la salida siete de la vélvula de
seleccion, para evitar la impulsion innecesaria de sustrato a través del reactor, que
puede causar contaminacion y reducir su tiempo de vida operacional dependiendo de
la composicién de la matriz. Después de inicializar el sistema, se aspira un volumen de

muestra definido (200 pl) dentro del bucle de carga.
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Tabla 4.1.- Protocolo analitico para el sistema MSFIA-CL de determinacién de glucosa.

Posicion valvulas

Pasos | Método | Operacién? 1 > 3 1 Descripcion
Co/ |Dispensar 250 pl e
1 HRP |a75 ml min-. OFF | OFF | OFF | OFF | Inicializacién
’ Co/ |Mover valvula a Limpieza del canal de
HRP | posicién 6. muestreo.
Co/ |Aspirar 250 pl a
3 HRP | 2.0 ml min-. ON | OFF | OFF | OFF
4 Co/ |Mover vélvula a
HRP | posicién 7.
Co / | Dispensar 500 pl
> HRP |a7.5 mlmin. ON'| OFF | OFF | OFF
6 Co / Empezar Loo
HRP P P-
7 Co/ |Mover vélvula a
HRP | posicién 6.
Co/ |Aspirar 200 pl a
8 HRP | 0.65 ml min-t. ON | OFF | OFF | OFF |Carga de la muestra en el HC
9 Co/ |Mover valvula a
HRP | posicién 5.
Dispensar 400 ul Oxidaciéon del sustrato y
10 Co P “UH ON | OFF | OFF | OFF |almacenamiento del H,O; en el
a 0.5 ml min?.
KR
11 | nre |Pispensar 20ull ol opE | OFF | OFF | La muestra llega ala Tr
a 0.5 ml min.
Dispensar 230 pl Oxidaciéon del sustrato y
12 HRP a 0.5 ml mint, ON | OFF | ON | OFF reaccion HRP/H>O»
13 Co/ |Empezar la
HRP |medida.
Dispensar 800 pl
14 Co a un caudal total | OFF | ON | ON | ON | Reaccién CL
de 61 ml min-.
Dispensar 800 pl
15 HRP |aun caudal total | OFF | ON | OFF | ON
de 54 ml min-.
Co/ .
16 HRP Detener medida
Co/ |Dispensar 700 pl L .
17 HRP  |a12 ml min-. OFF | ON | OFF | OFF |Limpieza del sistema
18 Co/ |Mover valvula a
HRP | posicién 5.
Co/ |Dispensar 450 pl
19 HRP |2 0.5 ml min-. ON | OFF | OFF | OFF
Co/ |Aspirar 1450 pl o
20 HRP | a 18 ml min-. OFF | OFF | OFF | OFF | Cargar las jeringas
1 Co/ |Repetir n veces
HRP |el Loop.

a Jos valores indicados de caudal y volumen se refieren a la jeringa 1, sino se dice lo
contrario.
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Después, el volumen de muestra mas un volumen determinado de portador (es
decir, 200 pl para el sistema de Co y 150 pl para el procedimiento con HRP) es
dispensado mediante el canal central de la valvula de seleccion a la salida 5, con el
objetivo de realizar la oxidacién enzimatica del sustrato y se recoge el oxidante
generado dentro del bucle anudado. Esta operacién es ejecutada a bajo caudal por S1
(paso 10-12) con el propésito de garantizar un buen rendimiento de la reaccion. Por
otro lado, las medidas CL para ambas catalisis investigadas se efectuaron a caudales
elevados para que el fotomultiplicador (PSM) pueda recoger la mayor cantidad de luz
posible. Por este motivo, las reacciones de luminol con el Co(Il) o la HRP son realizadas
por la impulsion del volumen de peréxido de hidrégeno con S2, que permiten caudales
mas elevados que S1 (paso 14-15). La configuracion final utilizada permite caudales
mayores de 50 ml min! que son adecuados para usar las rapidas reacciones CL. La
modificacion de caudal en la secuencia operacional es sincronizada con la inyeccion del
reactivo CL en la confluencia apropiada detallada en la figura 4.1, segtin los requisitos
de reacciéon. Mientras el oxidante, la disoluciéon alcalina de luminol y el catalizador se
combinan simultdneamente en la unién T en el sistema de Co(Il) (paso 14), la HRP (92
pl) se combina con el oxidante (paso 12) antes de la reaccién quimioluminiscente (paso
15) (ver Fig. 4.1 abajo). Para ambos sistemas de deteccién, y con el objetivo de asegurar
la méxima sensibilidad, el PSM es colocado para leer con una frecuencia de 20 Hz y
una ganancia del fotomultiplicador de 800. El sistema MSFIA y el reactor enziméatico
son lavados finalmente con el portador (paso 17-19), dejando el sistema listo para un

nuevo ciclo analitico.

4.2 Resultados y discusion

Las ventajas del uso de sistemas FIA son la gran reproducibilidad de las
operaciones y el consumo limitado de biocomponentes mediante procedimientos de
inmovilizacion. En ensayos enzimaticos se produce un aumento en la estabilidad del
enzima después de la unién quimica o fisica al soporte apropiado [130,131]. Un
aumento de la rigidez de la estructura de la enzima inmovilizada da como resultado la
conservacion de la configuracion original de la proteina y minimiza la probabilidad de
despliegue de la estructura proteica. Diversas alternativas tales como la adsorcién

fisica, la microencapsulacion en membranas, los atrapamientos tipo sol-gel, las
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interacciones covalentes o el “cross-linking” han sido investigados para el disefio de
reactores empaquetados de flujo o biosensores 6pticos/electroquimicos [131,132]. La
ventaja de la inmovilizacion de la enzima en reactores de columna por formacién de
bases de Schiff en comparacién con los biosensores integrados es la capacidad de
retener mayor cantidad de catalizador. Como resultado se obtiene una alta actividad
que facilita la rapida y extensa conversion del sustrato en el producto detectable,

originando limites de deteccién méas bajos [133].

421 Investigacion de las variables quimicas

Las investigaciones preliminares sirvieron para evaluar diversos medios alcalinos
(carbonato, borato, tris-(hidroximetil)Jaminometano o hidréxido s6dico) en
concentraciones comprendidas entre 0.02 y 0.1 mol 1! para ambos catalizadores (Co(II)
y HRP). Para estudios posteriores se eligi6 un medio de hidréxido sédico, ya que
proporcioné las sefiales analiticas mas altas y un fondo estable con ambos

catalizadores.

El efecto de la concentracién de los reactivos (3-aminoftalhidrazida, catalizadores
(Co(II) o HRP) y NaOH) en la intensidad CL obtenida fue investigado en el rango 1,0 x
10-5 a 5 x 10-3 mol 1! de 3-aminoftalhidrazida, 0.05-10 mg 1! de Co(IlI), 0.05-0.5 mg
ml-! de HRP y 0.02-0.1 mol 1-? de NaOH, usando el sistema MSFIA apropiado en cada
caso. En todas las experiencias, la emisiéon CL aument6 ligeramente con el aumento de
la concentracién de reactivos hasta llegar a un punto en el que se formé una meseta. La
concentracion 6ptima se tomoé entre las que forman la meseta de respuesta, siempre
que se mejore la repetitividad y se minimice el gasto de reactivos. Para la HRP se eligio
como adecuada una concentracién 0.25 mg ml-1. De este modo, los costes de ejecucion
para un volumen de inyeccién de reactivo de 92 pl fueron inferiores a 0.1 €/anélisis (3
réplicas). Para la 3-aminoftalhidrazida y el Co(Il) se observé una ligera disminucién de
la sefial por encima de 1.2 x 10 mol It y 1.0 mg 17, respectivamente. Este
comportamiento puede ser explicado en el caso del reactivo quimioluminiscente por la
contribucién de fenémenos de autoabsorcion [40], mientras la reduccién de la eficacia
en el catalizador fue atribuida a la precipitaciéon de hidréxido de cobalto bajo las
condiciones de trabajo. Como resultado, se seleccionaron disoluciones de 3-

aminoftalhidrazida 8.0x10-5 mol 17 y Co(Il) 1.0 mg 1-1. Una variable a tomar en
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consideracion en el sistema de deteccion con el catalizador mineral es la concentracion
de hidroxido sdédico. La emision CL mostr6 un maximo en forma de meseta
extremadamente estrecha en el rango de 0.03-0.04 mol 1! de NaOH. Concentraciones
mas bajas resultaron ineficaces para la neutralizacién completa del medio tamponado,
mientras concentraciones mas altas redujeron la cantidad de Co(Il) disponible para

catalizar la reaccién.

El pH de muestras y estandares se ajustd en el rango de 6.5-7.0 usando una
disolucién tampoén de dihidrogenofosfato/hidrogenofosfato 0.01 mol 1! para asegurar
la estabilidad de la GOD, y evitar hidrolizar las bases de Schiff que fijan la
flavoproteina a las esferas de vidrio con aminopropilo por medio del gluteraldehido
[131], aunque también otros mecanismos pueden contribuir a la inmovilizacién del
enzima [134].Para varias oxidasas se logra la actividad maxima a un valor de pH cerca
de 5.0; que no es aplicable en procedimientos de inmovilizacién con gluteraldehido
debido a la hidrdlisis de la base de Schiff que liga la enzima al soporte. Por este motivo,
el ajuste apropiado a pH neutro (pH 6.3-7.0) es muy utilizado en determinaciones con

reactores fijos.

42.2 Investigacion de las variables fisicas

La reacciéon de oxidaciéon de la glucosa en fase heterogénea fue inicialmente
optimizada usando el sistema Co(Il)-luminol. Se evaluaron cuidadosamente varios
pardmetros, tales como las dimensiones de la microcolumna que contiene el enzima,
situacion de la columna en el sistema, cantidad de GOD y caudal de carga, para
asegurar que la reacciéon se produjera en la mayor extension posible. Se probaron dos
montajes diferentes, llamados configuraciéon pre y post-vdlvula. El inconveniente
principal para situar el reactor antes de la vélvula, en la linea de toma de muestra de la
vélvula de seleccién, es que la matriz de la muestra permanece en contacto con la
enzima inmovilizada durante todo el protocolo, acelerando la degradacién del reactor.
Ademas, se observé una falta de reproducibilidad en inyecciones consecutivas. Este
resultado fue atribuido a la presencia de impurezas en la preparacion de la enzima,
como catalasas [135], que descomponen el peréxido de hidrégeno generado. Por este
motivo se seleccioné la alternativa de la colocacion post-valvula para el resto de los

estudios. Se evaluaron cuatro microcolumnas de diferente tamafio (15 mm
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longitudx1.5 mm didmetro interno, 30 mmx1.5 mm d.i., 15 mmx3 mm d.i. y 20 mmx5
mm d.i.) conteniendo cantidades variables de GOD colocadas secuencialmente en el
sistema MSFIA. Los resultados experimentales revelaron que con las mayores
relaciones L/D (longitud/didmetro) y contenidos de glucosa se obtiene la sefial mas
alta. Se obtuvo la sefial maxima, mejoras del 10 %, usando el reactor 30x1.5 debido a la
disminucién de la dispersién y mejores tiempos de residencia. Considerando que los
reactores con elevada relacion L/D producen excesivas sobrepresiones y pueden
causar una degradacion significativa de la especie oxidada, se instalé la microcolumna
de tamafio 15%3 conteniendo 44 mg de enzima. La influencia del caudal en la sefial CL
durante la inyeccién de muestra fue estudiada entre unos valores de 0.2 a 1.5 ml min-1.
La sefial analitica permaneci6 constante hasta 0.6 ml min-1. Por encima de este valor, se
observ6 una disminucién de la altura del pico y un empeoramiento de la repetitividad
debido tanto a una disminucién en el rendimiento de la reacciéon como a la
compactaciéon del material empaquetado, que progresivamente aumenta la
sobrepresion en el sistema. Finalmente se eligi6 un caudal de 0.5 ml min para
mantener una apropiada velocidad de muestreo sin afectar negativamente el correcto

funcionamiento del disefio instrumental.

La colocacion de un reactor enzimatico en los sistemas MSFIA-CL produce una
consecuencia inmediata: una incompatibilidad de caudal y de pH entre las condiciones
dindmicas apropiadas para la conversion del sustrato y la posterior oxidacion CL del
luminol. Ademas, los diferentes mecanismos de catdlisis CL conducen a disefios
distintos de sistemas en flujo. Estos inconvenientes se solucionaron con la
incorporaciéon de un bucle auxiliar (KR) a la salida del reactor-GOD asi como por la
estratégica colocaciéon de los conectores de tres y cuatro vias en el sistema de flujo.
Como se detalla anteriormente, el volumen de oxidante resultante de la oxidacién
catalitica de la B-glucosa realizada a 0.5 ml min~! fue almacenado temporalmente en el
KR, permitiendo asi la modificaciéon de la velocidad de impulsiéon por medio de la
jeringa S2. Sin embargo, este bucle auxiliar limita el volumen méximo de muestra que
puede ser inyectado. Para volimenes de muestra de hasta 200 pl, un KR de 100 cm de
largo resulta 6ptimo para los dos procedimientos evaluados, incluso con la inyeccién
de pequeiios volimenes de HRP. Se us6é un bucle anudado para minimizar la

dispersion axial del H.O> o H O,/ HRP antes de la oxidacion del luminol gracias a la
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contribucién de los flujos toroidales secundarios [136], ademds esta configuracion

aseguro la dispersion radial apropiada para la mezcla entre oxidante y proteina.

En la reacciéon CL catalizada por Co(II), la mezcla del reactivo CL con el oxidante
y el catalizador se produce en el mismo punto de confluencia (T2 en la Fig. 4.1) situado
lo més cerca posible del PSM, y con el maximo caudal disponible debido al corto
tiempo de vida del radical hidroxilo formado por la mezcla del ion metélico con el
peréxido de hidrégeno [127]. Para cumplir las condiciones mencionadas, se adoptaron
para posteriores experimentos un bucle de reaccién (RL) de 4 cm de largo y un caudal
total de 61 ml min!, que es el caudal maximo posible con el conjunto de jeringas
utilizado. Caudales mas bajos conducen a una drastica disminucién en la sefal,
observandose una disminucién de la altura del pico de 8 veces cuando se usa un
caudal total de 10 ml min-. Esta configuracién adecuada para la reacciéon CL catalizada
por Co (II) no lo es para el procedimiento que implica como catalizador la proteina
debido al medio alcalino de la reaccién CL que causa la desnaturalizacion de la HRP.
Para operar a un pH 6ptimo para el catalizador enzimatico, el disefio MSFIA anterior
fue reconfigurado como se muestra en la Fig. 4.1. Asi, la HRP reacciona en la
confluencia Ti (ver Fig. 4.1 abajo) con el H>O, a un pH cercano a 7.0, con la generaciéon
subsiguiente de la HRP oxidada, que es la especie reactiva [72]. Se deseché la
alternativa de flujo detenido debido a la inestabilidad de la forma oxidada de la HRP,
como se demostré por la severa disminucién de la sefial (>35%) obtenida tras parar el

flujo durante 10 s.

423 Caracteristicas analiticas del método

En las condiciones hidrodinamicas y quimicas seleccionadas, se obtuvo un
polinomio de calibracién de segundo orden para ambos sistemas de determinacién de
glucosa desde 2.5 x 10-¢ a 2.0 x 10-5 mol 1! usando una ganancia del fotomultiplicador
de 800. Los datos experimentales pueden ser representados mediante ecuaciones
lineales usando graficas log-log como se ha descrito en la bibliografia en
determinaciones CL [137,138]: log I= 1.12 log [Glucosa, mol 171] + 9.21 (n=5; r= 0.9982)
para el catalizador inorganico y log I= 1.50 log [Glucosa, mol 1-1] + 10.95 (n= 5; r=
0.9979) para el catalizador enzimatico. Los limites de deteccién y determinacion,

calculados segin 3 o y 10 o, fueron de 8.6x107 mol 17! y 2.0x10¢ mol I,
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respectivamente para el sistema Co(Il)-luminol, y 1.3x10¢ mol 11 y 2.3x10-¢ mol 1
para el sistema HRP-luminol. Los limites de deteccién obtenidos, son extremadamente
bajos, cinco veces mejores que los sistemas CL convencionales basados en sistemas
hexacianoferrato(IIl)-luminol con GOD inmovilizada [139,140]. Otra ventaja de los
sistemas Co(II)/ HRP-H>O,-luminol son los bajos niveles de fondo obtenidos, que
aseguran unas prestaciones analitica mejor que la convencional oxidacién del luminol
mediante hexacianoferrato(Ill) [141]. La repetitividad (n= 10) para concentraciones
1,0x10-> mol I-? fueron ligeramente mejores para la reaccién catalizada por Co (II) (2.5
% contra 4.0 %), atribuido a la desactivacién gradual de la HRP con el tiempo. La
frecuencia de inyeccién fue estimada en 12 h-! para ambos analizadores de glucosa,
donde el paso limitante de los métodos es la oxidacion catalizada del analito por el
GOD. El tiempo de andlisis es mds alto que en procedimientos CL de inyeccién en
flujo, pero comparable con el SIA aplicado al andlisis de glucosa en linea durante
procesos de cultivo [140]. El reactor empaquetado mostré una estabilidad
extraordinaria durante 2 semanas de operacién continua con una disminucién méxima

de la actividad enzimatica del 10 %.

424 Estudio de interferencias

Independientemente del catalizador utilizado se investigaron dos series de
compuestos potencialmente interferentes, sustancias organicas y metales. Debido que
la carencia de especificidad de la enzima GOD [142], un estereoisémero de la glucosa
con una configuraciéon similar en el carbono anomérico, como la galactosa, fue
evaluada como un azuicar potencialmente interferente. De acuerdo con los resultados
obtenidos, la concentracion maxima tolerada de galactosa para un nivel de
interferencia del 10% y para una concentracion de glucosa 5x10-5 mol 171, fue de 5x10-*
mol I-1. Otros monosacéridos y disacaridos fueron tomados en cuenta al ser reductores
y poder eliminar el peréxido de hidrégeno formado y también participan en
interacciones no competitivas. La concentracion maxima tolerable de lactosa,

seleccionada como un modelo de aztcar reductor, se establecié en 2x10-4 mol 1-1.

La presencia de trazas de metales en el medio de reaccioén es problematica debido

a la inhibicién de la actividad enzimatica de la GOD vy la inhibicién/activacién de la
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catalisis de la oxidacién del luminol. La instalacion antes de la vélvula de una
microcolumna de intercambio i6nico, similar a la descrita por Fan y colaboradores
[143], ha demostrado ser un medio ttil para superar estas interferencias, pero se
necesita que la resina sea frecuentemente regenerada. Otra alternativa evaluada, en el
sistema combinado de reaccion quimioluminiscente y catalizador HRP, fue la adiciéon
de EDTA como agente enmascarante a las disoluciones estdndar y muestra tamponada.
Una disolucién de EDTA 0.01 mol 1! (concentraciones mas altas afectan a la relacion
sefial/fondo) resulté un enmascarante eficaz para los interferentes catiénicos, como
son Co, Fe y Cu, hasta concentraciones de 2.0 mg I-!. Las concentraciones usuales
encontradas en bebidas y fluidos biolégicos no interferirdn en la determinaciéon de

glucosa en las condiciones experimentales optimizadas.

4.3 Estudio cinético del equilibrio de mutarrotacién y aplicaciones analiticas.

Es bien conocido que las formas ciclica y abierta de los monosacaridos estan en
equilibrio en disolucién, equilibrio llamado de mutarrotaciéon [144]. En el caso de la
glucosa, la existencia de la especie en forma abierta en disoluciones acuosas son
insignificantes, porque las formas predominantes en el equilibrio son los anémeros By
a en una proporcién de 66 % [-glucosa y 34 % a-glucosa a temperatura ambiente. En la
bibliografia existen algunas discrepancias en el tiempo necesario para lograr este
equilibrio, mientras Lindfors y colaboradores [145] recomiendan el almacenaje de las
disoluciones de a-glucosa durante toda una noche, Zhu y colaboradores [146]
recomiendan el envejecimiento de la disolucién durante al menos 48 horas antes de su
utilizacién. El sistema MSFIA ha sido aplicado al analisis del equilibrio entre los
anémeros de la glucosa, que proporciona informaciéon tutil para la calibracién,
preparaciéon de muestra y también para la evaluaciéon del comportamiento de los
analizadores de glucosa basados en el uso de la GOD. La metodologia CL optimizada
con el catalizador metdalico se programoé para inyectar automaticamente, cada 5 min,
una alicuota de 200 pl de disolucion estandar de glucosa 1.0x10-5 mol I-! preparada a
partir de cristales anoméricos a, segtin el procedimiento detallado anteriormente. La
cinética de generacién de B-glucosa puede seguirse y es por lo tanto una alternativa a
las medidas polarimétricas. Ademas, la informacién cuantitativa relacionada con la

cantidad de anomero [} generada puede ser facilmente obtenida a partir de los datos
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experimentales. Los resultados revelaron que solo se necesitan 250 min para lograr las
condiciones de equilibrio en un medio tamponado de dihidrogenofosfato/
hidrogenofosfato, y que el 60 y el 82 % de la cantidad total de B-glucosa se obteniene en

la primera y segunda hora, respectivamente.

La metodologia optimizada MSFIA-CL con Co(II) se aplic6 a la determinacion de
niveles traza de glucosa en muestras biolégicas (orina humana), bebidas sin aztcar y
zumos de frutas para diabéticos. El contenido de glucosa de las diversas muestras asi
como las recuperaciones se muestran en la Tabla 4.2. Se encontraron desviaciones
méximas del 8 %, que muestran la inexistencia de interferencias multiplicativas de la
matriz. Esto es atribuido a los elevados factores de diluciéon aplicados debido a los

limites de determinacion extremadamente bajos del sistema.

Tabla 4.2.- Determinacion de trazas de glucosa en matrices complejas usando la
metodologia MSFIA-CL.

Factor de - Encontrado (pmol I .
1 o,
Muestra dilucion Anadido (pmol 1) 1) Recuperacién (%)
Zumo de - 44 +1 -
me(l;;:l?aton 1:500 10 52.0£0.7 96.3
diabéticos) 30 701 94.6
. - 3.6+0.1 -
LlTior}‘ida 1:50 4 75+03 98.7
8 8 125£02 107.7
- 2.85+0.02 -
Orina humana 1:1000 1 3.8+0.1 98.7
3 59+0.1 100.9

Los resultados son expresados por la media de cuatro medidas + desviaciéon estandar.
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5 Disefio y estudio de un sistema de analisis en flujo
multibomba (MPES) para el analisis
quimioluminiscente en farmacos. Determinaciéon de

gabapentina.

En este capitulo, se desarrolla un sistema multibomba con detecciéon
quimioluminiscente para la determinacién de gabapentina (dcido 1-(aminometil)
ciclohexanoacetico), un medicamento antiepiléptico, en capsulas y comprimidos
farmacéuticos. La deteccién quimioluminiscente se basa en la reacciéon del luminol con
hipoclorito en la que la gabapentina consume hipoclorito lo que provoca una
disminucién en la sefial del blanco. Se implementa todo el procedimiento analitico
usando cuatro microbombas, que aseguran un fécil control y bajo coste en un sistema

robusto y compacto.
51 Experimental

5.1.1 Disoluciones y muestras

Todos los reactivos utilizados en el trabajo fueron de grado analitico y el agua

desionizada presentaba una conductividad < 0.1 pScm-1.

La soluciéon madre de gabapentina 3.0 x 10> mol L-! fue preparada por disolucién
de 26 mg de gabapentina (Tecnimed) en 50 ml de agua. Los patrones de trabajo entre
5.8 x 10> y 3.5 x 10-* mol L se prepararon diariamente por dilucion. La solucién 0.1
mol L de tampén fosfato (pH 11.2) fue preparada por disolucion de 8.90 g NaxHPO4
en aproximadamente 400 ml de agua, ajustado el pH a 11.2 con NaOH 0,1 mol L1, y
completando el volumen hasta 500 ml con agua. El luminol 6.0 x 10 mol L1 (3-
aminoftalhidrazida) fue preparado por disoluciéon de 108 mg del compuesto en 100 ml
de tampon fosfato (pH 11.2). La solucién de hipoclorito 2.6 x 104 mol L (Fluka) fue

preparada diariamente en tampoén y se estandariza por valoracién con tiosulfato [147].
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Se analizaron diversos preparados farmacéuticos comercializados en Portugal. El
protocolo para preparar las muestras consiste en pesar 20 capsulas o comprimidos de
cada farmaco y homogeneizar la mezcla de los mismos. Seguidamente se toma una
cantidad pesada de la mezcla homogénea y procedemos en un recipiente adecuado,
provisto de agitaciéon, a la solubilizaciéon en agua del principio activo durante 20
minutos a temperatura ambiente, transcurridos los cuales filtramos cualquier solido
que se encuentre presente y trasvasamos a un matraz aforado de donde tomamos
alicuotas para proceder a su andlisis de acuerdo al procedimiento que describimos a

continuacion.

5.1.2 Detector quimioluminiscente

El detector esta descrito en el apartado 3.1.2 (pagina 58).

5.1.3 Instrumentacién y procedimiento

El manifold utilizado en este trabajo puede observarse en la figura 5.1. El sistema
estd formado por cuatro microbombas solenoides (P1-P4) Bio-Chem (Boonton, USA).
Para la inyeccion de las muestras en el sistema de flujo se utiliz6 una microbomba
090SP de 8 pL de volumen de embolada (P4), mientras que para la manipulacién de los
reactivos y portador en los canales restantes se utilizaron tres micro-bombas 120SP de
25 pL de volumen de embolada (P1-P3). Estas microbombas (P1, P2, P3 y P4) fueron
responsables de inyectar el reactivo quimioluminiscente (luminol), el agente oxidante

(hipoclorito), el portador y la muestra, respectivamente.

La figura 5.2 describe los eventos temporales de funcionamiento de las bombas
durante el desarrollo del método propuesto para la determinacién de gabapentina. En
resumen, una vez cebadas las microbombas, el procedimiento comienza con el lavado
del sistema primeramente con hipoclorito y a continuacién con portador (agua).
Seguidamente cargamos el bucle de reaccion inyectando simultdneamente la muestra y
el hipoclorito, con ello provocamos su mezcla y damos tiempo a que se produzca la
reacciéon entre ellos, este punto es importante puesto que esta estrategia permite

considerar “scavenger” de cinética lenta. Sin interrupcion impulsamos el segmento
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reaccionante con portador hasta la siguiente confluencia. Entonces se impulsa

conjuntamente con la bomba P1 y P3 para proceder a la mezcla con el reactivo

luminiscente (luminol) y deteccién de la luz emitida. Finalmente se sigue impulsando

con el portador para limpiar la celda de medida. Como puede observarse es de

destacar el significativo ahorro en reactivos y deshechos que conlleva este

procedimiento.

P1

P2
P3
P 4

RC

Figura 5.1.- Esquema del sistema propuesto. P1-P4: microbombas; RC: bucle de
reaccion; D:detector; W: desecho; C: Portador; S: muestra; Ri: oxidante; Ro: Luminol.

OHI—W'
ime 0.25 ml
Off 5 milémin
P1

T15 i

3 mlfrmin

15 ml
P2 J 3l
1.0 il 3.45 L
P3 & mlimin L & mlémin
5 ml

3 mldrmin

P4

a

C

Figura 5.2.- Etapas del procedimiento analitico. a: limpieza del sistema con HCIO; b:
inyeccion de la muestra y reacciéon con el oxidante; c: reaccién quimioluminiscente; P1-

P4: microbombas.

Las tuberias y los bucles de reaccién son de PTFE de 0.8 mm i.d. y los conectores

y uniones T se construyeron en cloruro de polivinilo (PVC) y polimetilmetacrilato

respectivamente.
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Para operar las microbombas se utiliz6 un médulo MCFIA/MPS (SCIWARE,
Palma de Mallorca, Espafia) controlado por el software Autoanalysis (SCIWARE).

5.2 Resultados y discusiones

521 Mecanismo de inhibicién

El mecanismo generalmente aceptado de generacion de luz en la oxidacion del
luminol por la accién del hipoclorito es el de la formacion de una diazoquinona, que al
ser inestable en solucion acuosa origina el anién aminophtalato excitado que al pasar al
estado fundamental emite la radiacién caracteristica [148]. El hipoclorito es una especie
muy reactiva y la gabapentina reacciona con él mediante una reaccién de oxidacién-
reduccién. Es probable que en el proceso de reduccién del hipoclorito intervengan el
grupo amino dando diversas especies cloradas, como cloraminas. La capacidad de la
gabapentina para inhibir la oxidacién del luminol es por lo tanto debida al consumo de
hipoclorito y la sefial que obtenemos esté relacionada con este consumo y que a su vez
lo podemos correlacionar con la concentraciéon de gabapentina presente en el medio a

través de la correspondiente curva de calibrado establecida empiricamente.

5.2.2 Estudio y seleccién de los pardmetros quimicos

La reaccion CL del luminol con un oxidante precisa de condiciones alcalinas. La
influencia de pH fue investigada mediante la preparacion de diversas disoluciones de
luminol tamponadas con el pH entre 7 y 12 . Su efecto fue evaluado a partir de los
valores de las pendientes de rectas de calibrado de gabapentina para cada valor de pH.
Los resultados obtenidos (figura 5.3) indican que la pendiente de las rectas aumenta al
hacerlo el pH, aproximadamente se dobla el valor absoluto de la pendiente con cada
unidad de aumento de pH, hasta un pH 11.2, valor a partir del cual la pendiente
disminuye. Este comportamiento estd de acuerdo con datos publicados por Li et al.

[149], al estudiar la determinacién de amonio con el sistema hipoclorito-luminol.
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Figura 5.3.- Influencia del pH en la pendiente de calibracion.

El efecto del luminol y hipoclorito fue investigado en ausencia del analito
mediante un proceso experimental univariante. De esta forma se pretende seleccionar

unas condiciones de sensibilidad adecuadas para la determinacién de gabapentina.

Para estudiar elefecto que ejerce la concentracion de luminol se realizaron varias
experiencias en intervalo de 1.55 x 103 a 7.75 x 103 mol L. Dado que se obtiene una
sefial para el blanco fue necesario considerar esta emisiéon y obtener los
correspondientes valores para establecer el efecto de la concentracién de luminol sobre
la sefal. En definitiva (figura 5.4) la sefial tiende a aumentar al hacerlo la concentracién
de luminol de acuerdo a una tipica curva de saturacién hasta una concentracion 6.0 x
10-* mol L1, a partir de la cual la sefal se estabiliza y se mantiene constante. Para esta
concentraciéon de luminol, la concentracién de hipoclorito fue investigada entre 1.0 x
1023y 5.2 x 105 mol L. La sefial analitica experimenta un incremento directamente
proporcional a la concentraciéon de hipoclorito saturdndose el detector a partir de una
concentracion 2.6 x 104 mol L. Estos valores fueron los seleccionados para futuras

experiencias.



MPFS-CL (gabapentina) 92

50 -
45 -
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -
5 _
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
00 1,0 20 30 40 50 60 70 80 90

Altura de pico (mm)

[Luminol] (20 mol 1'%

Figura 5.4.- Influencia de la concentracién de Luminol.

5.2.3 Estudio y seleccién de los parametros fisicos

Las reacciones CL de luminol con hipoclorito tienen una cinética muy rapida, y la
intensidad de luz sufre una gran disminucién en pocos segundos. Por ello, el recorrido
entre el punto donde se mezclan los reactivos quimioluminiscentes y la celda de
medida debe ser minimo para asegurar la captacion de la maxima cantidad de luz. Este
hecho repercute en la sensibilidad del método. A parte de esta limitaciéon en la
configuracién del sistema, tenemos diversas posibilidades a tener en cuenta, mezclar
todos los reactivos (luminol, hipoclorito y muestra) en el mismo punto justo antes del
detector mediante una unién de cuatro vias, inyectar la muestra previamente mezclada
en linea con el luminol y hacerla reaccionar posteriormente con el hipoclorito o
inyectarla previamente mezclada on-line con el hipoclorito y hacerla reaccionar
posteriormente con el luminol, en este Gltimos dos casos mediante uniones tipo T
consecutivas. La configuracion en la que mezclamos todos los reactivos a la vez
proporciona una menor sefial, una reduccién del 30 % con respecto a otras
configuraciones, y ademads se observa un fenémeno de doble pico que es un claro
indicador de una mala mezcla de reactivos. El anélisis de las sefiales obtenidas con las
dos configuraciones restantes revelan que la inhibicién es mayor cuando la muestra es
inyectada con el hipoclorito, hecho que puede explicarse porque de este modo se
produce un aumento en el tiempo de contacto entre el oxidante y el analito. Por lo
contrario, en las otras configuraciones, la reaccién de inhibicién se produce justo

delante del detector y el tiempo de contacto no es suficiente para que se produzca la
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reacciéon en la misma extension. Debido a estas causas el sistema de flujo (Figura 5.1)
fue diseniado para que se produzca la mezcla entre el hipoclorito y la muestra mediante
el funcionamiento de dos micro-bombas que cargan un bucle y permiten de una forma
versatil establecer tiempos de reacciéon (contacto entre reactivos) variables, asi como
utilizar diferentes volimenes de muestra de forma simple. Inicialmente utilizamos
micro-bombas de 25 pL de embolada en todo el sistema, pero se observé que si
sustituiamos la bomba de introducciéon de muestra por una de 8 pL de embolada
manteniendo el caudal constante, para ello se aumenta la frecuencia de las
impulsiones, la reproducibilidad mejora. Esta mejora puede interpretarse por el hecho
de que al aumentar la frecuencia de las impulsiones se consigue aumentar la eficiencia
en la mezcla de los reactivos como han observado otros investigadores en sistemas

MPS.

Cuando evaluamos la inyeccién de la muestra debemos tener en cuenta el
volumen que inyectamos y el caudal de este proceso. En referencia al caudal no
observamos variacién en la sefial al probar caudales entre 1 y 5 ml/min. En cambio al
aumentar el volumen de muestra se observé que la diferencia de sefiales entre blanco y
muestra aumenta con el volumen inyectado hasta 0.150 ml, a partir de este volumen la
diferencia se mantiene constante. Por otra parte, la mezcla producida en este paso de
hipoclorito-muestra penetra en un bucle de reacciéon cuya longitud fue estudiada para
establecer su efecto sobre la sefial. Se experimentaron bucles de reaccién de 100 a 400
cm y se observé que se obtiene una disminucién en la sefial analitica de un 15 % por
metro de aumento. Se seleccioné el bucle de 300 cm al obtener con el la mejor
reproducibilidad (2 %). Para disminuir el volumen de luminol consumido utilizamos
un volumen de portador para acercar la mezcla de reaccién a la confluencia con el
luminol antes de empezar a inyectar el reactivo CL. Se probaron volimenes entre 1y 2

ml, dando la méaxima intensidad de luz al usar un volumen de 1.2 ml.

En la posterior reaccion CL, el pardmetro mas importante es el caudal debido a la
elevada velocidad de este tipo de reacciones. Probamos caudales de 4 a 12 ml min' y se
observo un aumento de la intensidad luminosa al hacerlo el caudal, pero para caudales
mayores de 10 ml min? disminuye la reproducibilidad de la sefial de un2aun 4 %. Por

este motivo elegimos un caudal de 10 ml minl. En esta etapa también estudiamos el
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efecto del volumen de luminol entre 0.1 y 0.5 ml. Dando como resultado que con la

impulsion de 0.250 ml es suficiente para obtener la mejor sefial.

5.2.4 Caracteristicas analiticas y andlisis de preparados farmacéuticos

En las condiciones seleccionadas se obtuvo la curva de calibrado para la
gabapentina en el intervalo de concentraciones comprendidas entre 5.8 x 105y 3.5 x 10-
4+ mol L. La curva obtenida fue la siguiente: A = - 329654 -C + 132.9. En donde A es la
altura del pico registrada; C es la concentraciéon de gabapentina en mol L-1; R = 0.9992;
n = 6. El limite de detecciéon fue estimado en 3.9 x 105 mol L [129]. La desviacion

estandar relativa fue inferior al 2 % (n=10).

Tabla 5.1- Recuperaciones obtenidas

Preparados Gabapentina (mg/L) Recuperaciones RSD
farmaceuticos Afiadido Encontrado (%)

Bexal 400 mg 0 41.7 - 1.8
10.3 52.1 101 1.3
20.5 63.0 104 0.4
Gabamox 300 mg 0 42.3 - 0.9
10.3 52.4 98 1.7
20.5 63.2 102 0.9
Ciclum 400 mg 0 43.3 - 1.1
10.3 53.4 99 1.7
20.5 63.4 98 0.9
Merck 300 mg 0 421 - 1.9
10.3 51.8 95 1.5
20.5 63.0 102 0.8
Generis 400 mg 0 41.2 - 1.2
10.3 51.0 95 0.3
20.5 61.1 97 1.3
Neurotin 800 mg 0 47.4 - 1.9
10.3 57.8 101 1.0
20.5 67.5 98 1.3

Los resultados son expresados por la media de tres medidas + desviacién estandar

Como interferentes se probaron diferentes especies quimicas usadas comtinmente
como excipientes en los preparados farmacéuticos. Para esta experiencia se uso una
disolucién de Gabapentina 2.8 x 104 mol L7, contamindndola con diversas
concentraciones de las especies a evaluar. Se consideré que un excipiente no interferia
si producia una variacion en el resultado de la determinacién inferior al 3 %. No se
observé interferencia de talco, estereato de magnesio, lactosa y almidén usando

concentraciones en g/L 100 veces superior del interferente respecto al analito.
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Al no encontrar método de referencia para la determinacion de gabapentina en la
farmacopea, nuestro procedimiento fue evaluado mediante recuperaciones. Una
cantidad conocida de gabapentina fue adicionada a diversos formulaciones
farmacéuticas que tienen como principio activo gabapentina, y los resultados obtenidos
tras la aplicacion del método propuesto se pueden observar en la Tabla 5.1 y en todos

los casos se obtienen recuperaciones entre 95-104%.

En la Tabla 5.2 se encuentran reunidos los resultados obtenidos en el analisis de
diversas preparaciones farmacéuticas antiepilépticas que contienen gabapentina y se
comparan con los mencionados por lo fabricante en las etiquetas. Como puede
observarse las discrepancias entre resultados como méximo son aproximadamente del

10%.

Teniendo en cuenta que entre muestras hay un proceso de lavado del conducto

de aspiracion se obtiene una velocidad de 41 inyecciones por hora.

Tabla 5.2.- Resultados obtenidos en el andlisis de gabapentina en diversos preparados
farmacéuticos.

Preparado Cantidad Car}tldad Error

Farmaceutico (mg) detern.mn.ada port (%)
comprimido (mg)

Bexal 400 4115 2.6
Gabamox 300 314 +£3 4.7
Ciclum 400 448 +5 11.9
Merck 300 318+6 6.1
Generis 400 420+5 5.0
Neurotin 800 900 £ 12 12.5

Los resultados son expresados por la media de tres medidas + desviacién estandar
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6 Disefio y estudio de un sistema de analisis por
inyeccion en flujo multijeringa (MSFIA) para la
determinacion espectrofotométrica multicomponente
de isOmeros nitrofenélicos por extraccion en linea

sobre membranas copoliméricas.”

En este capitulo se propone un sistema automatico MSFIA para la determinacién
de tres isdbmeros nitrofenélicos (2-, 3- y 4-nitrofenol) previa extraccion en linea sobre
membranas de material copolimérico y posterior determinacion de las especies
individuales utilizando un espectrofotémetro de diodos en linea. El método implica en
primer lugar la separacion de los analitos de su matriz, que puede contener
interferentes, seguido de su elucion y transporte, con una soluciéon alcalina de
hidréxido sédico, hasta un espectrofotémetro de diodos para la obtencién de los
espectros de absorcion UV-Vis. Los espectros asi obtenidos se usaron para resolver
mezclas de los analitos por andlisis multivariante basado en la regresiéon lineal

maultiple.

El sistema MSFIA contiene una vélvula de seleccién que permite la inyeccién de
las muestras y el cambio automético de la membrana durante su funcionamiento. El
método establecido no utiliza gran cantidad de disolventes organicos lo que representa
una importante ventaja desde el punto de vista ecoldgico frente a los métodos
precedentes propuestos en la bibliografia para la extraccion y analisis de fenoles nitro-

substituidos.
6.1 Experimental

6.1.1 Reactivos, muestras y adsorbentes

Todos los reactivo fueron de grado analitico y las disoluciones fueron preparadas

con agua Milli-Q (Millipore, Molsheim, Francia). Las disoluciones madre de los

“ M. Manera, M. Mir6, J.M. Estela, V. Cerda, Anal. Chim. Acta 582 (2007) 41.
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patrones de 2-nitrofenol, 3- nitrofenol (Aldrich, Steinheim, Alemania) y 4-nitrofenol
(Fluka, Buchs, Suiza) fueron preparadas disolviendo 51 mg de cada uno de los
derivados fendlicos en 100mL de agua Milli-Q. Las disoluciones de trabajo fueron
preparadas diariamente por dilucién de las disoluciones madre con HCI 0.1 mol 1. Las
disoluciones de NaCl 0.7 mol I* (Scharlau, Barcelona, Espafia) y NaOH 0.7 mol 11
(Merck, Darmstadt, Alemania) fueron utilizadas como el portador y eluyente,
respectivamente. Una soluciéon de HCI 0.1 mol 1! fue usada para la limpieza de la
membrana. Se utilizaron discos adsorbentes formados por wuna matriz de
poli(estirenodivinilbenceno) copolimerico con grupos activos de benzenosulfénicos
(Empore 3M, San Pablo, 109 MN). La modificaciéon del material de la fase reversa con
grupos polares funcionales ha sido utilizada para mejorar la recuperaciéon de
compuestos polares, como los fenoles [150], debido a que mejora el contacto entre el
adsorbente y la disolucién acuosa. La membrana fue cortada en pequenos discos con

un didmetro de 8 mm para ser usada en la unidad de extracciéon.

Las muestras de agua fueron filtradas a través de filtros de 0.45 pm HV Millipore
(Durapore). El filtrado fue acidificado a una concentraciéon final 0.1 mol I y

almacenado a 4 °C protegido de la luz para minimizar la degradacién del analito.

6.1.2 Unidad de extracciéon y acondicionamiento de la membrana

La unidad de extracciéon ha sido descrita en la bibliografia [151]. Brevemente,
consiste en un bloque Perspex cilindrico (1.3 cm i.d. x 2 cm de largo), que permite
alojar en su interior la membrana extractiva. La unidad de extraccion se cierra con una
rosca que termina en una cavidad cénica para prevenir una presion excesiva sobre la
superficie de la membrana. En la parte superior e inferior hay orificios que permiten la

entrada y salida de liquido, respectivamente (ver figura 6.1).

El acondicionamiento, almacenamiento y regeneracién de las membranas fue
estudiado dado que es un factor muy importante para la eficiencia extractiva de la
membrana. De acuerdo con las recomendaciones del fabricante, las membranas fueron
empapadas sucesivamente en acetona, metanol, 4cido nitrico y agua destilada antes de

su colocacidon en la unidad de extraccién. Mientras no se usaban, los discos de
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extraccion se almacenaban en una disolucién al 50 % (v/v) de metanol/agua. Después
de la elucién del analito, la regeneracién de la membrana se realizé con metanol al 80

% (v/v) - HCl 0.1 mol 1.

6.1.3 Procedimiento analitico

El sistema de anélisis de inyeccion de flujo de multijeringa usado en la extraccion
y determinacién simultdnea de isémeros nitrofendlicos se encuentra dibujado en la
figura 6.1. Estd formado por una bureta multijeringa, una vélvula de selecciéon
multiposicién y un muestreador automatico de 45 posiciones. Esta instrumentacion fue

suministrada por Instrumentos Crison (Alella, Espana).

La bureta multijeringa fue equipada con tres jeringas, S1, S2 y S3 (Hamilton,
Suiza) de 10, 2.5 y 2.5 mL, respectivamente. Las jeringas fueron empleadas para
impulsar el portador (NaCl 0.7 mol 1), eluyent (NaOH 0.7 mol 1) y la disolucién de
acondicionamiento/regeneracion (metanol al 80 % (v/v)/ HCl 0.1 mol I7),

respectivamente.

On

Flow in

.l

&>+ 0Oring
—_—

< -a—Membrane
- <— it

Flow out

Figura 6.1.- Esquema del MSFIA desarrollado para la determinaciéon de fenoles
nitrosubstituidos. El dibujo adjunto es una descripcion de la unidad de extraccion. HC:
bucle de carga; SV: valvula solenoide; MP: bureta multijeringa; MPV: valvula de
seleccién; EU: Unidad de extraccién; C: portador; E: Eluyente; R: solucion
regeneradora; AS: muestreador automatico; Cs: disolucién limpiadora; D: detector; W:
desagiie.
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El cambio automético de membrana se realizé a través de tres unidades de
extraccion, conectadas a diferentes puertos de la valvula de seleccion (ver figura 6.1).
Un desagtie (W) conectado a uno de los puertos de la valvula de seleccién permite el

lavado del sistema de inyeccion sin fluir a través de las membranas.

Los datos espectrales fueron recogidos de 280 a 575 nm mediante un

espectrofotometro de diodos USB2000 (Ocean Optics).

Los pasos del método MSFIA para la extraccion en fase soélida, la
preconcentracién y la resolucién quimiométrica de isémeros de nitrofenol se describe

en la tabla 6.1 y se resume asi:

1.- Inicialmente, las jeringas se llenan con sus disoluciones respectivas a un
caudal de 15 ml min. Seguidamente el bucle de carga (HC) es lavado por aspiraciéon
de un volumen de patrén o muestra que es posteriormente enviado al desagtie a traves

del puerto 2 de la valvula de seleccién (pasos 1-6 de la tabla 6.1).

2.- Las membranas son preacondicionadas con 0.5 ml de disolucién para cada

unidad de extraccién ( pasos 7-12 de la tabla 6.1)

3.- Se conecta el canal central de la véalvula de seleccién al puerto 1 para la
aspiracion de 1.5 ml de muestra, que es el volumen que impulsaremos a través de la
unidad de extraccion para la separacion de los analitos de los demdas componentes de
la matriz. Después de preconcentrar la muestra se impulsa 1.0 ml de solucién
limpiadora ( HCl, pH 1) para eluir las especies de la matriz no adsorbidas (pasos 15-18
de la tabla 6.1).

4.- Los derivados de fendlicos retenidos en el disco de extraccion son eluidos
selectivamente con wuna disolucién alcalina mediante un protocolo de
multiconmutacion. El registro de los datos espectrales es iniciado en este momento,
monitorizando el proceso a 400 nm. Como los tres isoémeros son eluidos al mismo
tiempo se obtienen espectros UV-Vis superpuestos y, por lo tanto, es necesario aplicar

un método de analisis multivariado para proceder a su deconvoluciéon. Los espectros se
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registran en el maximo del pico del eluido con el objetivo de obtener la maxima

sensibilidad (pasos 22-24 de la tabla 6.1).

Tabla 6.1.- Método operacional.

Valvul
Paso| Instrumento Operacion Caudgl e Comentarios
(mLmin?) | 1 | o 3
1 | Multijeringa Aspirar 8.0 ml 150 |off| off | ogf | Henadodelas
jeringas
2 | Muestreador Mover a la posicién 1
3 Valvulide Mover a la posicién 1
seleccién
4 Multijeringa Aspirar 2.0 ml 7.0 On | Off | Off
Valvula de Cambio de muestra
5 o Mover a la posicién 2
seleccion
6 | Multijeringa Impulsar 2.5 ml 7.0 On| Off | Off
7 Valvulg}de Mover a la posicién 6
seleccion
8 Multijeringa Impulsar 0.5 ml 1.0 Off| Off | On
9 VélVUlfi,de Mover a la posicion 5 Preacondicionamiento
seleccion
b de las membranas
10 | Multijeringa Impulsar 0.5 ml 1.0 Off| Off | On
11 Valvulide Mover a la posicién 4
seleccién
12 | Multijeringa Impulsar 0.5 ml 1.0 Off | Off | On
13 Valvul?lfde Mover a la posicién 3 Carga de la solucién
seleccion limpiadora
14 | Multijeringa Aspirar 1.5 ml 6.0 On | Off | Off P
15 Valvulg/de Mover a la posicién 1 Aspiracion de la
seleccién
o . muestra
16 | Multijeringa Aspirar 1.5 (0 3.0) ml 6.0 On| Off | Off
Vilvula d .
17 sael‘elzlclc?c’)ne Mover a la posicién 6 EXtrZCCIién y lir?pi eza
18 | Multijeringa Aspirar 2.5 (0 4) ml 3.0 On| Off | Off ¢ a muesta
19 Valvulg/de Mover a la posicién 2 Limpieza del bucle de
seleccion carea
20 | Multijeringa Impulsar 1.0 ml 7.0 On| Off | Off 5
Rango espectral 280-575 (o
21 Detector 320-575) nm
Vélvula de . o
22 seleccion Mover a la posicién 6 Flucién
23 | Multijeringa Impulsar 0.7 ml 0.5 Off | On | Off
24 Detector Detener medida
25 | Multijeringa Impulsar 0.5 ml 1.0 Off| Off | On | Regeneracién de la
26 | Multijeringa Impulsar 1.0 ml 25 On| Off | Off membrana
27 | Multijeringa Aspirar 4.5 ml 15.0 Off| Off | Off Llepa(.io delas
jeringas
08 Repeticién del protocolo (desde el paso 13) par alas unidades de extraccién colocadas en la

posicion 5 y 4 de la valvula de seleccién




UV/Vis-MSFIA (nitrofenoles) 102

5.- La regeneraciéon del material sorbente y la eliminacién de los compuestos
organicos no eluidos es realizada usando una solucién de metanol (paso 25 de la tabla

6.1).

6.2 Resultados y discusion

6.2.1 Seleccion de las variables quimicas

El efecto de las variables quimicas, como el pH de retenciéon de los analitos,
composicion del portador, eluyente y soluciéon regeneradora sobre la selectividad y
sensibilidad del método analitico fueron estudiadas usando un procedimiento

univariante.

Usando muestras acidificadas se pudo obtener la retenciéon de fenoles nitro-
substituidos sobre la matriz polimérica por medio de interacciones hidréfobas e
interacciones 1 - 11 con la eliminacién de especies disociadas y sustancias inorganicas
disueltas. Se deberia observar que los centros activos benzosulfonicos estan protonados
a pH < 1.0, por lo que las especies cargadas no se retienen. Segiin investigaciones
recientes [152, 153] y estudios preliminares, la acidez proporcionada por un medio HCl
0.1 mol I es adecuado para la retenciéon de los fenoles, concentracién que también se

utiliza para la conservacién de las muestra.

La composiciéon del eluyente fue estudiada para satisfacer dos criterios: (1)
maxima elucion de los analitos y (2) no eluir los interferentes retenidos en la
membrana. Por este motivo, los disolventes organicos como etanol y metanol, no
fueron utilizados debido a la eluciéon de los analitos juntamente con especies organicas
interferentes sin carga. La elucion selectiva de derivados fendlicos fue realizada en
medio acuoso gracias a su ionizacién y a las repulsiones electrostéticas con los grupos
funcionales de la membrana. Como se muestra en la figura 6.2, una concentracién de

NaOH 0.7 mol 1 fue seleccionada para la elucion eficiente de nitrofenoles sin la
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necesidad de disolventes organicos. Menores concentraciones de hidréxido sédico no

se pueden utilizar debido a la lenta cinética de elucién.

0,8 -

v 0,6 1

Ab
.

0,4

0,2

0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

[NaOH]

Figura 6.2.- Efecto de la concentracion de hidréxido de sodio sobre la sefial analitica.

Por otra parte, debe tenerse en cuenta que los fenoles en medios alcalinos sufren
un importante desplazamiento batocrémico que utilizaremos para facilitar la
resolucion de las mezclas de nitrofenoles, ya que minimiza las interferentas espectrales

y el grado de superposicion entre componentes eluidos.

En el sistema propuesto, el efecto Schlieren [154] causado por cambios de los
indices de refraccion puede ser reducido utilizando una longitud de onda de
correccién donde la contribucién de la especie de interés en la sefal analitica es
insignificante o cambiando la composiciéon del portador. Se seleccioné la segunda
opcién para evitar el cambio de la linea de fondo de los espectros utilizados en la
regresion lineal multiple. Para ello se empleé una disolucién que contiene NaCl como
electrolito. La concentraciéon de NaCl fue estudiada en un intervalo de 0.5 a 1.0 mol 1.
La mejor relacion sefial/blanco fue obtenida con una concentracion de NaCl
correspondiente a la fuerza iénica del eluyente, es decir 0.7 mol 11, que fue

seleccionada para los siguientes estudios.

Para acondicionar la membrana y regenerarla, eliminando las especies no eluidas
con el medio alcalino, se ensayaron diferentes mezclas metanol/HCI. El metanol es

necesario para eliminar las especies organicas no cargadas retenidas por interacciones
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hidréfobas, mientras que el medio 4cido facilitard la eluciéon de las especies polares.
Una disolucion MeOH 80%/ HCI 0.1 mol I! fue seleccionada para el
acondicionamiento/regeneracién al permitir que una membrana de extraccion realice
45 inyecciones con una disminucion de la eficacia de la extraccién de sélo un 5%.
Teniendo en cuenta este dato y la disposicion en paralelo de las unidades de
extraccion, pueden realizarse un total de 135 inyecciones de forma consecutiva y

automaticamente.

6.2.2 Selecciéon de las variables fisicas

Se estudiaron el caudal de inyeccién y eluciéon asi como el volumen de muestra.
La influencia del caudal de inyeccién y de elucién sobre la sefial analitica fue estudiada
de 1.85 a 5.0 ml min! y 0.4 a 3.5 ml min’, respectivamente. No se encontraré ninguna
diferencia significativa en el intervalo mencionado para cualquiera de los analitos.
Debe recordarse que no se recomiendan caudales por encima de 2.0 ml min? para la
inyeccion de muestra en columnas empaquetadas debido a la aparicion de
sobrepresiones en el sistema de flujo y disminucién en la eficacia de la extracciéon [152].
A diferencia de los materiales utilizados para empaquetar microcolumnas empleadas
en los sistema de flujo, la distribucién del tamafio de particula en los discos de
extraccion (<12 pm) asegura una gran capacidad de retencion de los analitos como
consecuencia de un area superficial especifica mayor, y permite una cinética de
transferencia de masas mads eficaz. Los altos caudales de elucién utilizables son una
consecuencia de la presencia de los grupos benzosulfénicos que facilitan la elucién de
la especie anidnica. Por otra parte, tanto la estabilidad como el tiempo de vida
disminuyen al aumentar los caudales. Ademads, al aumentar el caudal de elucién se
necesita un mayor volumen de eluyente para una eficaz recuperacion de los fenoles
nitro-substituidos. Teniendo en cuenta lo anterior se seleccioné un caudal de inyecciéon
de 3.0 ml min? y un caudal de elucion de 0.5 ml min? como compromiso entre

durabilidad de la membrana, velocidad de anélisis y maxima sefal obtenida.

Para seleccionar el volumen de muestra se inyectaron en el sistema volimenes
crecientes de disoluciones estandares de los tres nitrofenoles individuales con

concentraciones de 5, 10 y 40 pmol I'.. En todos los casos, no se apreciaba saturacion de
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de la sefial hasta los 3.0 ml. Por lo tanto, los volimenes de muestra a inyectar fueron
restringidos a <3.0 ml. Variando este volumen podemos ajustarnos a los

requerimientos en detectabilidad y/o sensibilidad de un analisis determinado.

6.2.3 Caracteristicas analiticas

Las caracteristicas analiticas del sistema, incluyendo rangos dindmicos lineales y
rectas de calibracion para los compuestos individuales a la longitud de onda de
maxima sensibilidad en el medio alcalino (415, 390 y 400 nm para 2-, 3-, y 4-nitrofenol,
respectivamente) y para un volumen de muestra de 1.5 ml, se encuentran en la tabla
6.2. Para realizar el calibrado y obtener una medida representativa de cada
estindar/muestra independientemente de la membrana utilizada, las inyecciones se
efectuaron por triplicado automaticamente utilizando un disco de extraccion diferente
para cada inyeccion. Los limites de detecciéon y cuantificacion fueron calculados como
la concentracion de los isémeros respectivos que proporcionan sefales iguales a 3 o 10
veces la desviacion estandar del blanco, respectivamente [129]. La repetitividad del
método fue calculada como el coeficiente de variacion obtenido midiendo el mismo
patrén (tres inyecciones) con tres discos de extracciéon diferentes. La reproducibilidad
fue evaluada efectuando 9 inyecciones consecutivas de un patrén en una sola
membrana. La figura 6.3 ilustra las sefales analiticas obtenidas para patrones simples,

mezclas sintéticas y muestras contaminadas después del procedimiento establecido.

Tabla 6.2.- Pardametros analiticos del sistema propuesto.

Parametro
2-NP 3-NP 4-NP
Limite de deteccién (umol/1) 1.2 3.2 0.3
Limite de cuantificacién (umol/1) 4.5 10.7 0.9
Sensibilidad (1/pmol) 0.0130 + 0.0013 0.0052 + 0.0005 0.061 + 0.006
Coeficiente de regresion 0.996 = 0.003 0.997 £ 0.003 0.998 + 0.005
Rango dindmico lineal (umol/1) 45-70 11-126 1.0-10
Repetitividad (% (umol/1)) (n=9) 2.3 (25) 3.1 (42) 2.7 (3.6)
Reproducibilidad (% (umol/1)) (n=5) 4.6 (25) 5.0 (42) 4.8 (3.6)
Frecuencia de inyeccién 11
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Figura 6.3.- Sefiales analitica registrada para los datos de calibracién y validacion
externa. Los nimeros encima de cada conjunto de picos se refieren a las soluciones
patrén cuya composiciéon quimica se detalla en las tablas 3 y 4. Longitud de onda
analitica: 400 nm. 2-NDP: 2-nitrofenol; 3-NP: 3-nitrofenol; 4-NP: 4-nitrofenol.

El rango dindmico lineal y limites de deteccion son comparable a los alcanzados
en flujo por el procedimiento de extracciéon en columna [152, 155], a pesar de que el
volumen de muestra utilizado aqui es tres o cuatro veces mdas bajo. Ademads, el
susodicho protocolo de extraccion en fase sélida explota el método de la
aminoantipirina para la deteccion, que es ineficaz para la determinaciéon de fenol

derivados especificos, como el 4-nitrofenol.

Finalmente, comparando con métodos anteriores para la preconcentraciéon de
fenoles nitro-substituidos basados en la extraccion liquido-liquido [156-158], el sistema
MSFIA propuesto es mas respetuoso con el medio ambiente al no utilizar disolventes

organicos toxicos.

6.2.4 Andlisis de mezclas utilizando la regresion lineal multiple.

Los intervalos de concentraciones utilizados en el calibrado multivariante fueron

estimados de los intervalos dindmicos lineales individuales, aunque procurando que
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las mezclas binarias y ternarias se encontraran dentro de la zona de minimo error
fotométrico, de modo que la suma de absorbancias a cada longitud de onda del rango

espectral no exceda considerablemente la unidad.

Tabla 6.3.- Composicion de las disoluciones patrén usadas para la calibracion.

Disoluciéon Patrén| 2-nitrofenol | 3-nitrofenol | 4-nitrofenol
1 125 0 0
2 0 42 1.8
3 0 0 1.8
4 25 21 3.6
5 0 42 0
6 12.5 21 5.9
7 35 0 0
8 35 42 1.8
9 0 61 0

10 0 0 59
11 35 0 1.8
12 70 0 0
13 35 21 0
14 0 0 10
15 0 126 0

Todas las concentraciones son en pmol 1.

La capacidad del modelo de regresion para predecir la concentraciéon de
nitrofenoles en muestras complejas fue probada mediante una calibracién externa
obteniendo los espectros de absorbancia entre 280 a 575 nm. Con este fin, fueron
preparadas 15 muestras sintéticas, cuyas concentraciones fueron elegidas al azar
dentro del rango de concentraciones comentadas anteriormente (ver tabla 6.3). El error
relativo de la regresiéon por minimo cuadrado (RMS% RE), también llamado error
relativo de prediccién, fue utilizado como pardmetro estadistico para comprobar la
exactitud del modelo. Los resultados obtenidos para la prueba de 10 estindares
incluyendo estdndares de un tinico nitrofenol, mezclas binarias y ternarias se muestran
en la tabla 6.4. Como se puede observar, el uso de la regresion lineal multiple de los
espectros eluidos permite la determinacion simultdnea de los tres fenoles con RMS %

RE satisfactorios. La capacidad de prediccion del modelo es peor en aquellas mezclas
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donde la absorbancia de un compuesto es cuatro o cinco veces superior a la de los

restantes compuestos.

Tabla 6.4.- Errores relativos obtenidos en la validacion externa.

Estandar 2-NP 2-NP % 3-NP 3-NP % 3-NP 3-NP % RE
afiadido | encontrado | RE | afiadido | encontrado | RE anadido | encontrado

A 0 <LOD - 0 <LOD - 3.60 3.93+0.02 9.2
B 12.50 11.7840.06 | -5.8 0 <LOD - 0 <LOD -
C 0 <LOD - 82.8 90.7+0.4 9.5 0 <LOD -
D 35.00 35.25+0.05 0.7 0 <LOD - 3.60 3.57+0.01 -0.8
E 35.00 31.96+0.06 | -8.7 0 <LOD - 1.80 1.85+0.02 2.8
F 12.50 12.07+0.05 | -34 21.0 21.4+0.1 1.9 0 <LOD -
G 35.00 34.240.1 2.3 21.0 26.840.2 27.6 3.60 2.91+0.04 -19.2
H 12.50 10.6+0.1 -15.2 21.0 26.4+0.2 25.7 5.90 4.5+0.4 23.7
I 0 <LOD - 61.2 65.8+£0.3 7.5 3.60 2.89+0.04 -19.7
J 0 <LOD - 108.0 130.3+0.2 20.6 1.80 1.98+0.04 10.0

RMS% RE - - 7.2 - - 18.2 - - 14.7

2-NDP: 2-nitrofenol; 3-NP: 3-nitrofenol; 4-NP: 4-nitrofenol; LOD: limite de deteccion;
%RE: Error relativo; RMS% RE: media geométrica de los error relativo. Los resultados
son expresados como la media de tres determinaciones + la desviacién estandar. Las
concentraciones estan expresadas en pmol L.

6.2.5 Estudio de interferencias

El procedimiento MSFIA propuesto lleva a cabo la extraccién en fase sélida de
especies organicas no cargadas con elucion selectiva de compuestos cargados
negativamente. En principio, los electrolitos de la matriz de la muestra no deberian ser
retenidos en la membrana. Las principales especies interferentes en la determinaciéon
de nitrofenoles son otros compuestos fenélicos que son adsorbidos y eluidos
simultdineamente con las especies objetivo. Sin embargo, sustancias potencialmente
interferentes, como el fenol, alquilfenol, clorofenol y bromofenol, no presentan
absorcion en la regién visible. Por este motivo, las interferencias espectrales pueden ser
reducidas por disminucién del rango espectral de 280-575 a 320-575 nm antes de la
aplicacion de los algoritmos de andlisis multivariante. Una mayor reduccion del rango
de longitudes de onda del espectro no es aceptable debido a que se pierden detalles

espectrales relevantes para la deconvolucién de los isdmeros nitrofendlicos.
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6.3 Ensayo de recuperaciones

Para evaluar la fiabilidad del método de calibracién multivariante y la influencia
de la matriz sobre el sistema de extraccién se contaminaron muestras de agua mineral,
de grifo y de mar con analitos y fueron analizadas por regresion lineal multiple dentro
del rango espectral de 320 a 575 nm. Segtin los resultados observados en la tabla 6.5, los
errores de prediccion maximos, expresados como recuperaciones, fueron obtenidos
para el 3-nitrofenol como consecuencia de una fuerte superposicion de su espectro con
el de los restantes isomeros, que concuerda con resultados anteriores [157]. Ademas,
los residuales fueron maximos para las muestras en el que un componente contribuia
en mayor importancia en la sefial analitica. Atn asi, la capacidad de prediccién del
modelo de calibraciéon en términos de recuperaciéon no es considerablemente diferente
a trabajos anteriores con los mismos compuestos [157]. Finalmente, la recuperacién de
los nitrofenoles en muestras con alta fuerza iénica, agua de mar, son similares a las
mezclas sintéticas, demostrando asi el escaso efecto del contenido salino de las
muestras sobre el procedimiento de extraccion en linea. En las muestras analizadas no

se encontr6 ninguna interferencia multiplicativa de la matriz.

Tabla 6.5.- Medias e intervalos de recuperaciones obtenidas por el método propuesto
en la resolucion de muestras de agua contaminada.

o .. | Intervalo de [Recuperacién| Intervalo de .. | Intervalo de
N°de [Recuperacion . . . Recuperacién .
' recuperaciones | media del 3- |recuperaciones ' recuperaciones
Muestra | muestras | media del 2- . . . media del 4- .
analizadas |Nitrofenol (%) 2-Nitrofenol | Nitrofenol | 3-Nitrofenol Nitrofenol (%) 4-Nitrofenol
(%) (%) (%) (%)
Agua
. 9 103.8 92.8-109.9 116.1 103.7-124.6 104.3 88.7-124.0
mineral
A%;?fjel 15 94.5 80.0-120.2 114.9 97.6-128.8 108.1 77.3-126.7
Agr;‘;‘rde 19 96.0 76.2-116.8 110.4 88.5-129.8 1033 72.6-123.9
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7 Disefio y estudio de un sistema de analisis por
inyeccion en flujo multijeringa (MSFIA) para la
determinacion espectrofotométrica multicomponente
de derivados fendlicos a nivel de trazas mediante un

optrodo de reflectancia difusa.”

En este capitulo se disefia un optosensor en flujo basado en la espectroscopia de
reflectancia difusa y se propone un modelo de regresion mdultiple para la
determinacién simultdnea de trazas de diversos fenoles nitrosubstituidos. El optrodo
combina la preconcentracién del analito y la eliminacién de la matriz de la muestra,
sobre una membrana de intercambio aniénico, con la deteccién directa de las especies
adsorbidas y la deconvolucién quimiométrica de los espectros. Después de obtener los
espectros reflectométricos, el reacondicionamiento del sensor se logra lavandolo con

metanol acidificado seguido de una disolucién de hidréxido sédico.

7.1 Experimental

7.1.1 Reactivos y disoluciones

Todos las disoluciones se prepararon utilizando reactivos de grado analitico y
agua Milli-Q (Millipore, Molsheim, Francia). Las disoluciones madre de 2-nitrofenol
(Aldrich, Steinheim, Alemania), 4-nitrofenol y 2,4-dinitrofenol (Fluka, Buchs, Suiza)
fueron preparadas por disolucién de 138, 138, y 186 mg de cada derivado fendlico en
100 mL de agua Milli-Q. Las soluciones de trabajo fueron preparadas diariamente por

dilucién con 0.01 mol 11 NaOH (Carlo Erba, Rodano, Italia).

Para la elucion de las especies retenidas se utilizé una solucién que contiene

metanol al 80 % (v/v) y HCl 0.2 mol I (Merck, Darmstadt, Alemania). Una solucién

“ M. Manera, M. Mir6, J.M. Estela, V. Cerda, M.A. Segundo, J.L.F.C. Lima, Anal. Chim. Acta 600
(2007) 155.
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de NaOH 0.01 mol 1! fue usada para el reacondicionamiento de la membrana de

intercambio aniénico después de la elucién de los analitos.

La membrana de intercambio aniénico, que contiene amonio cuaternario como
grupo funcional (tamafio de particula 8-12 pm) en wuna matriz de
poli(estirenodivinilbenceno) fue adquirida a Empore 3M (San Pablo, MN). Los discos
suministrados fueron cortados en discos mas pequefios con un didmetro de 10 mm

para ser usados en la unidad de extraccion y medida.
Las muestras de agua fueron filtradas a través de filtros de 0.45 pm HV Millipore

(Durapore). Se anadi6 hidroxido de sodio a todas las muestras para lograr una

concentracién final de NaOH 0.01 mol 1.

7.1.2 Procedimiento analitico

Optrodo

[ ]
From light To
source detector

Bifurcated
optical fiber

=

Anion- < -
exchange disk —b <5

Frit —p e
"1 1

Flow

- in

l

Flow out

Figura 7.1.- Esquema del sistema de flujo para la determinacion de fenoles nitro-
substituidos en agua mediante el uso de un optosensor. C: portador; R1: eluyente; R2:
soluciéon acondicionadora de la membrana; S: muestra; W: desagtie; HC: bucle de
carga; D: detector. En la imagen insertada se puede observar el optrodo. Una
membrana de intercambio aniénico fue usada para la preconcentracion.
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El sistema disefiado para la preconcentraciéon y detecciéon simultanea de los
compuestos fendlicos nitrosustituidos mediante un optrodo de reflectancia difusa se
encuentra dibujado en la figura 7.1. Como impulsor de liquidos se utilizé una bureta
multijeringa (Crison, Barcelona, Espafa) equipada con tres jeringas (Hamilton, Suiza)
de 10 (S1), 2.5 (S2), y 2.5 (S3) mL. Estas jeringas impulsaban el portador (S1, agua), la
soluciéon de acondicionamiento/reacondicionamiento (52, NaOH 0.01 mol 11) y la
disolucion eluyente (S3, metanol 80 % (v/v)/ HCl 0.2 mol 1). Las posiciones de las
valvulas de conmutacién (On/Off) fueron elegidas para minimizar el tiempo de
encendido de las valvulas, evitando de este modo problemas de recalentamiento. La
muestra se introdujo en el sistema a través de una vélvula de selecciéon de 8 posiciones

(Crison, Barcelona, Espafia).

El protocolo establecido se describe en la tabla 7.1 e incluye cuatro etapas

diferenciadas:

1. Lavado de las lineas: En primer lugar se lava el bucle de carga con el
portador. Después, la tuberia de muestra (posicién 2 de la valvula de seleccién) es
lavada mediante la aspiracion de patrén o de muestra en el bucle de carga, que
posteriormente es desechado al desagiie a través de la posiciéon 1 de la valvula de

seleccion (pasos 1-5 de la tabla 7.1).

2. Inyeccion de la muestra: Un volumen de muestra (pH=12) se aspira al bucle
de carga mientras que las jeringas 2 y 3 se llenan de eluyente y disolucién

acondicionadora, respectivamente (pasos 6-8 de la tabla 7.1).

3. Preconcentraciéon y detecciéon: La muestra se impulsa hacia el optosensor,
donde los fenoles nitrosustituidos disociados son retenidos, principalmente por
interacciones electroestédticas aunque la contribucién de la interacciéon o - 1 con la
matriz del copolimero no debe ser despreciada. Los compuestos de la muestra sin
carga o cargados positivamente no son retenidos y se dirigen al desagtie. La
adsorcion de los analitos sobre la membrana disminuye la intensidad de la luz
reflejada (se monitoriza el proceso a 420 nm y se registra el rango espectral entre

250 y 560 nm) debido al aumento de la absorciéon de luz, que alcanza un valor
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méaximo (forma de meseta) cuando la muestra entera ha pasado por la membrana
de extraccion. Entonces los espectros de reflectancia son adquiridos para el

posterior proceso quimiométrico (pasos 9-12 de la tabla 7.1).

Tabla 7.1.- Protocolo del sistema optrédico para los derivados nitrofendlicos.

Caudal Posicién de
Paso Instrumento Orden auca’ llas vélvulas Descripcion
(mL min?)
11213
1 Multijeringa Impulsar 8.0 mL 30.0 On|Off|Off
2 Valvulg/de Mover a la posicién 2
seleccion Limpieza de 1
3 Multijeringa Aspirar 5.0 mL 5.0 Off|of|off| I Pieza e as
. lineas de flujo
4 Valvul?/de Mover a la posicién 1
seleccién
5 Multijeringa Impulsar 7.0 mL 15.0 Off|Off| Off
6 Vallvulfa/de Mover a la posicion 2
seleccion Aspiracion de la
7 Multijeringa Aspirar 2.0 mL 15.0 Off| Off|Off muestra
8 Multijeringa Aspirar 4.0 mL 5.0 On|Off|Off
9 Valvulfalde Mover a la posiciéon 5
seleccion B
Empezar la medida Precor}centraaon
10 Detector entre 250 y 560 nm sggm'd'a Roréa
11 | Multijeringa Impulsar 6.0 mL 18 |ofi|offjog] 1PN
atos
12 |  Multijeringa Llenado de las On|Off|Off
jeringas
13 Valvulide Mover a la posicién 1
seleccion
14 Multijeringa Impulsar 1.25 mL 1.88(?[)))ara Off|Off|On
15 Valvulfa/de Mover a la posiciéon 5
seleccion
16 Multijeringa Impulsar 2.0 mL 1.8 Off|Off|Off Elucién y
Vélvula de . acondicionamiento
17 . Mover a la posicion 1
seleccion de la membrana
18 Multijeringa Impulsar 0.5 mL 1.88(5)ara Off|On|Off
19 Valvulg}de Mover a la posicién 5
seleccion
20 Multijeringa Impulsar 1.00 mL 1.8 Off|Off|Off
21 Detector Detener el detector

4. Reacondicionamiento de la membrana: Después de la adquisicion de la sefial
analitica, el eluyente (1.25 mL) es impulsado hacia el optrodo con el objeto de
eluir la especie preconcentrada, y a continuacion el optosensor es acondicionado

para un nuevo uso mediante solucién alcalina. Asi, el material adsorbente esta
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preparado para comenzar un nuevo ciclo operacional (pasos 13-20 de la tabla 7.1).
Simultaneamente se limpia el bucle de carga durante la elucién y los pasos de
acondicionamiento como consecuencia de la impulsién simultanea de varias

disoluciones.

7.2 Resultados y discusion

El objetivo de este trabajo ha sido el disefio de un sensor 6ptico en flujo que
utiliza la extraccion en fase solida mediante membranas y la deconvoluciéon
quimiométrica de los espectros superpuestos de la mezcla de analitos para el analisis
de derivados nitrofendlicos. El método multicomponente aprovecha el efecto
batocrémico que sufren los espectros de absorcion de los fenoles en medio alcalino
para aumentar la selectividad. De este modo la deteccién de estos compuestos se llevo
a cabo por medida directa de la reflectancia difusa (R), es decir la relaciéon entre las
intensidad de radiacion reflejada por la membrana de extracciéon en presencia o
ausencia de analitos, o absorbancia aparente (log 1/R) sin la necesidad de

transformaciones quimicas de los analitos.

7.2.1 Seleccion de las variables quimicas

En estudios preeliminares, se probaron membranas de
poli(estirenodivinilbenceno) que incorporaban grupos aniénicos, cationicos y neutros.
Los mejores resultados en términos de eficacia en la retenciéon fueron logrados
utilizando membranas de intercambio aniénico que contienen grupos de amonio

cuaternario debido a que los analitos en la muestra tienen cargas negativas.

A partir de este punto, el efecto de las variables quimicas como el pH, la
composicion de eluyente y las disoluciones de reacondicionamiento sobre la
sensibilidad del método analitico fueron investigadas usando el método univariante.
Para este fin, se preconcentraron 4 ml de disolucién patréon de 4-nitrofenol 500 nmol 1

y se registr6 la absorbancia aparente a 420 nm.
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Teniendo en cuenta que los derivados fendlicos fueron preconcentrados en su
forma ionizada, la muestra debe ser llevada previamente a un pH de al menos dos
unidades de pH por encima de su pKa (7.23, 7.15, y 4.09 para 2-, 4-, y 2,4-dinitrofenol,
respectivamente) para lograr una eficiente retencion sobre la membrana [159,160]. La
concentracion de NaOH en la muestra fue estudiada entre 104 y 0.1 mol 11 y los
resultados obtenidos indicaron que para concentraciones de NaOH > 0.001 mol I se

obtenian las mayores retenciones.

La disolucion eluyente estaba formada por una mezcla de &cido clorhidrico y
metanol. Por un lado, el medio 4cido da lugar a la protonacion del grupo fenolato con
la consiguiente liberacién de la especie retenida, mientras por otro lado, el metanol
elimino las interacciones hidrofébicas con la matriz copolimérica de la membrana. La
concentracion de ambos componentes del eluyente fue investigada usando HCI 0.1 mol
1 0 metanol al 80% (v/v). Fueron necesarias disoluciones con un contenido igual o
superior al 80 % en metanol para la eliminacién cuantitativa de los compuestos
retenidos. Por este motivo se eligié6 una disolucion de metanol al 80 % que ademas
proporciona una linea base estable. Cuando la concentracion de HCI fue variada
mediante la secuencia operacional de la Tabla 7.1, la mayor eficiencia en la elucién fue

lograda para concentraciones = 0.2 mol 1.

Seguin las recomendaciones del fabricante, se debe utilizar un medio alcalino para
el reacondicionamiento del intercambiador de iones después de la elucién del analito.
Se estudiaron varias concentraciones de NaOH entre 0.001 a 0.1 mol I*. Dado que no se
observa variacion en la respuesta en el rango estudiado, se seleccion6 una
concentracion correspondiente al medio de la muestra (0.01 mol 1) para obtener una

superficie de membrana igual a la de paso de muestra.

7.2.2 Seleccion de las variables fisicas

Se investigaron varios parametros de la secuencia operacional MSFIA, como el

caudal de preconcentracion y de elucién asi como el volumen de muestra.
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La influencia del caudal de preconcentracion sobre la sefial analitica fue
estudiada de 1.8 a 3.8 mL minuto-l. El caudal mas alto fue el que proporcion¢ la senal
analitica mas baja (figura 7.2), de acuerdo con observaciones anteriores [69]. Este hecho
fue atribuido tanto al insuficiente tiempo de contacto entre la muestra y la membrana
como a la distribucion progresiva de los compuestos a retener en la direccién radial de
la membrana lejos del area de observacion, la importancia de tal efecto es directamente
proporcional al caudal de preconcentracién. Por este motivo, se eligié un caudal de 1.8
ml minuto, correspondiente al caudal mas lento que se puede obtener con la jeringa
utilizada (10 ml). Sin embargo, este caudal se podria disminuir remplazando la jeringa
por otra de 5 ml (o 2.5 ml) de capacidad, aunque esto diminuiria la velocidad de

analisis.
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Figura 7.2.- Efecto del caudal de preconcentracién en la sefial.

El efecto del caudal de elucion sobre el funcionamiento del optrodo fue
investigado entre 0.5 y 2.5 mL minutol. En este caso, todo el intervalo de caudales
probados dio lugar a una repetitibilidad aceptable. Por lo tanto, El caudal de elucién no
es un parametro critico para el sistema en flujo con optosensor dado que las lecturas

analiticas se obtienen durante la retencién del analito en lugar de en la elucién.

Para la selecciéon del volimen de muestra se procedié a preconcentrar volimenes

crecientes de soluciones patrén individuales que contenian 2000 nmol 1! (2-nitrofenol)
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0 300 nmol 11 (4-nitrofenol y 2,4-dinitrofenol). En todos los casos, se observé un
aumento lineal de las senales de reflectancia sin observarse preeluciones para
voltimenes de hasta 8.0 ml. Este hecho demuestra que se logra una mejor retencién que
la que se obtiene en trabajos anteriores, en los que se usan membranas en fase reversa

para fenoles substituidos [161].

7.2.3 Tratamiento de la sefial y caracteristicas analiticas

Inicialmente se comprobé la relacion lineal entre la funcién Kubelka-Munk y la
concentracion de fenoles. En la Figura 7.3 se representan los espectros Kubelka-Munk

para cada analito.
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Figura 7.3.- Espectros Kubelka-Munk de reflectancia difusa obtenidos para el 2-
nitrofenol (1700 nmol L), el 4-nitrofenol (500 nmol L), y el 2,4-dinitrofenol (550 nmol
L1)

En la tabla 7.2 se muestran los datos analiticos del método en flujo con detecciéon
por reflectancia difusa. Se incluyen los rangos dindmicos lineales y las curvas de
calibrado para cada derivado fendlico medidas individualmente en la superficie del
adsorvente a la longitud de onda de maxima sensibilidad en la superficie del
adsorbente (435 nm, 415 nm y 415 nm para 2- y 4-nitrofenol y 2,4-dinitrofenol,
respectivamente) y para un volumen de muestra de 4.0 ml. Los limites de deteccion y

cuantificacion fueron calculados como las concentraciones del fenol que proporciona
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una sefial igual al blanco mas tres o diez veces la desviacién estandar del blanco [129],

respectivamente.

Tabla 7.2.- Datos analiticos del sistema desarrollado.

Analito
2-NP 4-NP 2,4-DNP
Limite de deteccion
(nmol L) > 3 2
Limite de cuantificacion
(nmol L) 18 7 >
Sensibilidad?
+ + +
(L(umol)1) 0.29 +£0.01 0.77 £0.07 1.0+0.1
Coeficiente de 0.996 £0.002 | 0.997+0.002 | 0.997+0.002
correlaciéona
Rango dindmico lineal 18 - 4000 7 _ 600 5 _ 800
(nmol L)
Repetitividad (%) (nmol
L) (n = 8) 0.9 (2000) 2.8 (300) 1.9 (400)
Factor de 73 74 81
enriquecimiento

2-NP: 2-nitrofenol; 4-NP: 4-nitrofenol; 2,4-DNP: 2,4-dinitrofenol
a Los resultados son expresados como la media de la pendiente ( o coeficiente de
correlacion) de cinco curvas de calibrado diferentes + la desviacion estandar.

La repetitividad en las sefiales para sucesivas preconcentraciones sobre la misma
membrana de extraccién, fue evaluada mediante la realizaciéon de ocho inyecciones
consecutivas utilizando una disoluciéon patrén (tabla 7.2). La reproducibilidad fue
calculada como la desviacion estdndar relativa obtenida al analizar el mismo patrén
(tres inyecciones) con cinco membranas diferentes. Las reproducibilidades fueron
iguales o inferiores al 5.0 % independientemente del analito utilizado y de Ia
concentracion. Los factores de enriquecimiento fueron calculados como el cociente
entre la pendiente de la recta de calibrado obtenida con el optrodo y la pendiente de la
recta obtenida por deteccién directa espectrofotométrica en medio acuoso utilizando

una cubeta de 1 cm de paso 6ptico.

Comparando el método propuesto con otros métodos descritos en la bibliografia
para la determinacién de nitrofenoles después del tratamiento de la muestra manual o
en linea, podemos afirmar que se produce una mejora tanto en la sensibilidad como los
limites de deteccién a pesar de utilizar volimenes de muestra menores (Tabla 7.3). De
hecho, los limites de deteccion son aproximadamente diez veces inferiores, los rangos

dinamicos lineales se amplian mas de diez veces, y la sensibilidad es entre 5 y 10 veces
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mayor con una velocidad de andlisis adecuada. Esta mejora es una consecuencia de la
deteccion directa de los analitos sobre la superficie de la membrana en lugar de
proceder previamente a la transferencia de ellos a un volumen de solvente orgénico,

como ocurre en métodos anteriores que recurren a LLE o a SPE [161, 162].

7.24 Deconvoluciéon quimiometrica de espectros Kubelka-Munk

El anélisis simultaneo de los tres compuestos fenélicos fue realizado tratando los
espectros Kubelka-Munk por regresién lineal multiple, que constituye una alternativa
practica y rapida a los métodos cromatograficos. Se comprobd previamente
cumplimiento de la aditividad de la funcién Kubelka-Munk para varios fenoles
nitrosustituidos siguiendo el método establecido. No se observé ninguna contribucion
apreciable de la membrana a la sefial analitica porque la reflexién de la membrana

humedecida en ausencia del analito es casi constante en todos los ensayos.

Los rangos de concentraciones utilizados en el modelo matematico fueron
estimados de los margenes dindmicos lineales de los compuestos fendlicos
individuales, procurando operar en las mezclas binarias y ternarias dentro del rango
donde la relacién entre la funcién de kubelka-Munk y la concentracion de analito es
todavia lineal. Los resultados indican que la absorbancia aparente a cada longitud de

onda del rango espectral no debe exceder considerablemente de 0.5.

La seleccion del rango espectral de medida es crucial para minimizar los efectos
interferentes causados por especies orgdnicas. Se comprobd la reduccién de la
interferencia de varios compuestos fenélicos (como el fenol y alquilfenol, clorofenol y
derivados del bromofenol) que no absorben o absorben poco en la region visible por
acortamiento del rango de longitudes de onda de 250-560 a 340-560 nm. La capacidad
del modelo de regresion multivariado en mezclas complejas fue investigada realizando
una calibracién externa (440-560 nm). Con este proposito, fueron preparadas 7 mezclas
sintéticas, cuya composicion fueron distribuidas al azar dentro del intervalo de
concentraciones anteriormente mencionado (tabla 7.4). La media geométrica del error
relativo de prediccion (RMS% RE), fue utilizada como parametro estadistico para la

evaluacion de la exactitud del método. Los resultados analiticos obtenidos para 6
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muestras sintéticas se muestran en la tabla 7.5. Como se puede observar, el uso del
modelo de regresion lineal multiple con los espectros de Kubelka-Munk permitié la
determinacién simultanea de los tres fenoles sustituidos con la RMS% RE inferior al

9%.

Tabla 7.4.- Composicion de las soluciones patréon de nitrofenoles usada en la
calibracién. La concentracion es en nmol L.

Patrones 2-nitrofenol 4-nitrofenol 2,4-dinitrofenol
1 0 0 0
2 0 0 600
3 0 800 0
4 4000 0 0
5 1000 200 200
6 500 400 100
7 500 100 400

7.3 Andlisis de muestras

El método propuesto se aplicé a la determinacién simultanea de tres derivados
nitrofendlicos en diversos tipos de agua (mineral, de grifo y de mar) con el objetivo de
evaluar la fiabilidad del modelo de regresién multivariado y la influencia de la matriz
de la muestra en la exactitud del método. Con este fin, las muestras de agua fueron
contaminadas con los compuestos a determinar en diversas concentraciones y se
analizaron mediante la regresion lineal multiple en el rango espectral de 340 a 560 nm.
Se encontraron interferencias multiplicativas de la matriz para muestras de alta fuerza
iénica (agua de mar), debido a efectos de preelucién de analito ocasionado por los
electrolitos de la matriz. Por este motivo, la aplicaciéon del método de adicién estdndar
es una obligacién. El modelo de calibracion por lo tanto fue disefiado utilizando la
matriz de la propia muestra, evitando asi las diferencias en las composiciones de las
matrices entre patrones y muestras. Los resultados obtenidos son recogidos en la Tabla
7.6. Se obtuvieron recuperaciones aceptables (92 - 124 %) para el conjunto de muestras
analizadas, demostrando asi la capacidad predictiva del sistema de calibrado. Los
errores maximos de prediccion no son considerablemente diferentes a los obtenidos en

trabajos anteriores que analizan derivados fendlicos [161, 157].
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Tabla 7.3.- Comparacién de las caracteristicas analiticas del optrodo de reflectancia difusa con anteriores métodos de preconcentracion
para la determinacién de derivados nitrofenélicos.

Sistema en flujo propuesto

Método [162] Manual [156] Manual [158] Capitulo anterior [161] Este capitulo
Técnica de . Voltametria de pulso Cromatograﬁ.a d.e gases con . Optosensor de reflectancia
L Espectrofotometria . . detector de ionizacion de Espectrofotometria .
deteccion diferencial llama difusa
Sistema de A Extraccién liquido- e L 1 L 1
. Extraccion liquido-liquido L Extraccién liquido-liquido | Extraccién en fase sélida | Extraccién en fase sélida
preconcentraciéon liquido
Analito 2-NP 4-NP |2,4-DNP |2-NP| 4-NP |2,4-DNP| 2-NP 4-NP |2,4-DNP| 2-NP 4-NP |[2,4-DNP| 2-NP 4-NP |2,4-DNP
Limite de deteccion) 1 0.07 — 10019 0017 | 0007 | 0003 | 0020 | 0071 | 12 0.3 — | 0005 | 0003 | 0.002
(umol L)
Sensibilidad 0.023 | 0.089 -~ |0010| 0012 | 0059 | - — | 0013 | 0061 | -- | 0293 | 0770 | 1.04
(L (umol))
Coeficiente de | 999 | 999 —  10999] 0999 | 0997 | - — | 099% | 0998 | - | 09% | 0997 | 0997
regresion
Rango dindmico | » 45| o490 | o |97 1072144| 02743 0.086-3.2|0.086-3.2(0.065-2.4 4570 | 1.0-10 | - | 0.018-4 |0.007-0.60.005-0.8
lineal (pmol L) 14.4
Repetitividad . N N
(%), (umol L) 2.5/(14) | 3.9/(3) - 11.2 7.5 6.9 22.5 19 36 2.3/(25) | 2.7 (3.6) 0.9/(2) {2.8/(0.3)|1.9/(0.4)
Fr.ecuenc‘l/a de 1 . . 1 7
inyeccion
Volumen de 8 50 1000 15 4
muestra (mL)
66% 1-clorobutano + . Membrana de extracciéon | Membrana de intercambio
Agente extrayente 0 Eter Cloruro de metileno o .
34% 1-octanol copolimérica aniénico
Consumo de
solvente por 0.075 40 180 - -

muestra (mL)

aError relativo de prediccion.
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Tabla 7.5.- Errores relativos obtenidos en la validacion externa del método. Concentraciones en nmol L-1.

Patrones 2-NP 2-NP % RE 4-NP 4-NP % RE 2,4-DNP 2,4-DNP % RE
anadido encontrado anadido encontrado anadido encontrado

A 1000 1006+5 0.6 200 197+4 -1.5 400 42615 6.5
B 1000 970+1 -3.0 400 452+7 13.0 200 21347 6.5
C 2000 2080+12 4.0 200 204+9 2.0 200 224+6 12
D 1000 96848 -3.2 200 23043 15.0 200 19342 -3.5
E 500 468+3 -6.4 100 100+4 0.0 400 420+20 5.0
F 500 473+5 -5.4 400 430+30 75 100 108+11 8.0

RMS %RE - -—- 42 -— -—- 8.7 - -— 7.4

2-NP: 2-nitrofenol; 4-NP: 4-nitrofenol; 2,4-DNP: 2,4-dinitrofenol; %RE: Error relativo; RMS%RE: error relativo de predicciéon. Los
resultados son expresados como la media de tres determinaciones * la desviacioén estdndar.
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Tabla 7.6.- Recuperaciones de los fenoles nitro-substituidos en muestras reales contaminadas obtenidas usando el sistema de flujo y la
deconvolucién quimiométrica de los espectros de reflectancia.

Tipo de 2-NP 2-NP Recuperacion (%) 4-NP 4-NP Recuperacion (%)  2,4-DNP 2,4-DNP Recuperacién

agua afiadido encontrado afiadido  encontrado afiadido encontrado (%)

0 <LOD - 0 <LOD - 0 <LOD -
Agua 1000 10089 101 200 21445 107 400 43518 109
mineral 1000 947+8 95 400 45545 114 200 20616 103
2000 2107+14 105 200 21345 107 200 22247 111

0 <LOD - 0 <LOD - 0 <LOD -
Agua del 1000 958+11 96 200 208+4 104 400 375+2 94
grifo 1000 1060£19 106 400 47648 119 200 2168 108
2000 2180440 109 200 22445 112 200 1965 98

0 <LOD - 0 <LOD - 0 <LOD -
Agua del 1000 1065+1 107 200 219+8 109 400 422+6 105
rio Duero 1000 1036+3 104 400 44212 111 200 21449 107
2000 2067+6 103 200 22615 113 200 19245 96

0 <LOD - 0 <LOD - 0 <LOD -
‘zi‘gzrfl 1000 1240430 124 200 220411 110 400 42818 107
Atlantico 1000 1080+30 109 400 421+5 105 200 209+1 105
2000 2201+3 110 200 223+1 112 200 184+1 92

2-NP: 2-nitrofenol; 4-NP: 4-nitrofenol; 2,4-DNP: 2,4-dinitrofenol; LOD: Limite de deteccién. Los resultados son expresados como la media
de tres determinaciones * la desviacién estandar.
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8 Conclusiones

En esta tesis dos modalidades de técnicas de flujo multiconmutado, la inyeccion
en flujo multijeringa (MSFIA) y los sistemas multibomba (MPFES), han sido aplicadas
con éxito a la determinacién de analitos de interés medioambiental, clinico e industrial
y han demostrado ser una poderosa herramienta para implementar procedimientos

analiticos de una forma automatica.

Primeramente se debe destacar la minimizacién del consumo de reactivos y, por
tanto, de la generacién de residuos, facilitado por el empleo de valvulas solenoides de
tres vias o de microbombas que impulsan los liquidos hacia el sistema solamente en las
cantidades y en el momento que la metodologia requiere. Esta capacidad se traduce en
un menor coste por andlisis y constituyen una alternativa respetuosa con el medio

ambiente.

Ademas, las técnicas de flujo multiconmutado proporcionan ventajas adicionales
respecto a otras técnicas de flujo, tales como la compactibilidad y gran versatilidad. La
versatilidad nos ha permitido adaptar la sensibilidad de los procedimientos analiticos
atendiendo a los distintos mecanismos de las reacciones utilizadas a través de sencillas
reconfiguraciones del sistema de tuberias. Ademads, se pueden utilizar facilmente
reacciones con diferentes cinéticas a causa de la flexibilidad de programacién del flujo
(detenido o directo). Este aspecto nos ha permitido establecer metodologias analiticas
que utilizan reacciones con distintas demandas cinéticas y de pH en el mismo sistema,
como ocurre por ejemplo en la oxidacion catalizada de la glucosa en fase heterogénea
realizada a pH neutro y caudal bajo (0.5 ml min) y la rdpida oxidacion
quimioluminiscente del luminol en medio alcalino (pH > 12.0) con un caudal de 50 ml

min-1.

Por otra parte el control automatico de las técnicas de andlisis en flujo MSFIA y
MPES a través de un software les confiere una elevada precisiéon y reproducibilidad.
Asi mismo, se consigue reducir significativamente el grado de manipulacién de

reactivos y muestras por parte del analista, reduciendo los errores humanos.
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El MPFS ha permitido la facil implementacién de una metodologia para la
determinacion de gabapentina en capsulas y comprimidos farmacéuticos obteniendo la

sensibilidad necesaria para efectuar el control de calidad de los f&rmacos analizados.

Y en el MSFIA usado en la determinacién de glucosa por quimioluminiscencia se
obtuvieron resultados satisfactorios, pudiéndose comparar la efectividad de la
metodologia usando un catalizador enzimatico o metélico (i6n) en la reaccién emisora

de luz.

Ademas se han wutilizado con éxito sensores en fase sodlida para la
preconcentracién y determinaciéon de analitos, a nivel de trazas. Incluso se ha
demostrado la posibilidad de wusar estos sensores en las determinaciones
multiparamétricas usando herramientas quimiométricas. Sin embargo, debemos
mencionar que la aplicacion de estos sensores esta restringida a muestras
medioambientales que contenengan bajos niveles de sustancias organicas (por ejemplo
acidos humicos y falvicos) debido a la adsorcién irreversible de compuestos de elevado

peso molecular.

Mediante uno de estos sensores se procedié a la determinacién de ortofosfato
obteniendose unos limites de deteccién muy bajos aunque con un rango lineal mas

pequeriio que otros métodos quimioluminiscentes.

En los dos métodos de preconcentracion y determinaciéon multicomponente de
nitrofenoles, se observa una gran reduccién en el consumo de disolventes organicos.
Por lo que son una alternativa “verde” de las técnicas manuales de extracciéon liquido-

liquido.

Ademas el sistema de optrodo de reflectancia difusa mostré una alta sensibilidad
con limites comparables a otros métodos analiticos de mayor sofisticacion y elevados
costes. Sin embargo, esta metodologia presenta una frecuencia de analisis inferior a la
obtenida en sistemas en flujo con extraccién en fase sélida o extraccion liquido-liquido.
Otro inconveniente a destacar de estos sensores es la disminucion de la vida media de

los discos de membrana respecto a los sistemas de extraccién en fase s6lida habituales.
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Aun asi, hay que tener en cuenta también que el cambio de la fase solida es muy facil y

rapido y que la repetitividad entre diferentes discos es buena.
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Conclusoes

Nesta tese, duas variantes das técnicas de anédlise em fluxo multicomutado, a
injeccdo em fluxo com multiseringa (MSFIA) e os sistemas multibomba (MPFES), foram
aplicadas com éxito na determinagdo de analitos com interesse ambiental, clinico e
industrial. Estas demonstraram ser uma ferramenta poderosa para implementar

procedimentos analiticos de forma automatica.

Em primeiro lugar deve destacar-se a minimizagdo de consumo de reagentes, e
como consequéncia, a diminuicdo de geracdo de residuos, facilitado pelo emprego de
valvulas selendides de trés vias ou de microbombas, que impulsionam os liquidos no
sistema apenas na quantidade e no instante que é requerido pela metodologia. Esta
capacidade traduz-se num menor custo por andlise, constituindo uma alternativa no

que ao meio ambiente diz respeito.

Além disso, as técnicas de fluxo multicomutado proporcionam grandes
vantagens adicionais em relacdo a outras técnicas de fluxo, tais como compatibilidade e
grande versatilidade. Foi este parametro, a versatilidade, que nos permitiu adaptar a
sensibilidade dos procedimentos analiticos tendo em conta os distintos mecanismos
das reacgdes usadas através da reconfiguracao facil e rdpida quer do sistema quer das

tubagens.

Estas técnicas permitem ainda usar reacgdes com diferentes cinéticas devido a
flexibilidade da programacdo do fluxo (fluxo directo ou parado). Este aspecto
permitiu-nos estabelecer metodologias analiticas que usam reacgdes com distintas
demandas cinéticas e diferentes valores de pH no mesmo sistema, como ocorre por
exemplo na oxidacado catalisada da glucose em fase heterogénea realizada a pH neutro
e baixo caudal (0,5 ml min) e, a oxidagdo rapida quimioluminescente do luminol em

meio alcalino (pH > 12,0) com um caudal de 50 mL min-™.

Por outro lado, o controlo automatico das técnicas de andlise em fluxo MSFIA e
MPEFES fazendo uso de um software, confere-lhes uma precisdao e reprodutibilidade
elevada. Mesmo assim, consegue-se reduzir significativamente o grau de manipulacdo

de reagentes e amostra por parte do analista, reduzindo os erros humanos.
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A MPFS permitiu a facil implementacdo de uma metodologia para a
determinagdo de “gabapentina” em cépsulas e comprimidos farmacéuticos obtendo a
sensibilidade necessaria para efectuar o controlo da qualidade dos farmacos

analisados.

A técnica de MSFIA usada na determinacdo de glucose por quimioluminescéncia
permitiu obter resultados satisfatérios, podendo-se comparar a metodologia usando

um catalisador enzimatico ou metalico (ido) na reac¢do emissora de luz.

Além do mais, utilizaram-se com éxito sensores em fase sélida para a pré-
concentracio e determinacido de analitos, a nivel traco. Demonstrou-se, inclusivamente,
a possibilidade de usar estes sensores nas determinagdes multiparamétricas usando
ferramentas quimiométricas. Devemos contudo mencionar, que a aplicagdo destes
sensores restringe-se a amostras ambientes que contenham baixos niveis de substancias
organicas devido a adsorcao irreversivel que ocorre de compostos com elevado peso

molecular (por exemplo, dcidos himicos e falvicos).

Um destes sensores foi empregue na determinacdo de ortofosfatos obtendo-se um
imite de deteccdo muito baixo mas com uma gama de aplicacdo linear mais estreita do

que aqueles obtidos com outros métodos quimioluminiscentes.

Nos dois métodos de concentracdo e determinagdo multicomponente de
nitrofendis, observou-se uma grande reducao do consumo de solventes orgéanicos, pelo
que sdo uma alternativa verde as técnicas manuais existentes de extraccdo liquido -

liquido.

Além disso, o sistema de optrodo de refelctincia difusa demonstrou una
sensibilidade elevada com limites comparaveis a outros métodos analiticos mais
sofisticados e de elevado custo. Contudo, esta metodologia apresenta uma frequéncia
de anélise inferior a obtida em sistemas de fluxo com extraccdo em fase sélida ou
extraccdo liquido - liquido. Outro inconveniente a destacar destes sensores é a

diminuicdo do tempo de vida médio dos discos de membrana, quando comparados

com os habituais sistemas de extraccdo em fase sélida. Mo entanto, convém ter em
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conta que a mudanca da fase sélida é muito facil e rapida e que a repetibilidade entre o

uso dos diferentes discos é muito boa.
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