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Resumen

En esta Memoria se describe el desarrollo de once optosensores en flujo
continuo, en los que se emplea el analisis por inyeccidon en flujo (FIA), el
analisis por inyeccién secuencial (SIA) y la multiconmutacion. Todos ellos se han
realizado empleando deteccion luminiscente: Fluorescencia, tanto nativa como
obtenida tras reaccion derivatizadora; luminiscencia sensibilizada por lantanido
y quimioluminiscencia. Se ha evaluado el potencial de estos optosensores
para el anadlisis de compuestos de interés en diferentes campos de aplicacién:
Farmacéutico, medioambiental y alimentario.

Los optosensores luminiscentes descritos en este trabajo de investigacion han
sido aplicados a la determinacién de:

1. Residuos de pesticidas (carbofurano, benomino, carbendazima, orto-
fenilfenol y fuberidazol) en aguas superficiales.

2. Residuos de fungicidas (bitertanol) en frutas (bananas).

3. Principios activos de farmacos (norfloxacino, acido pipemidico,
riboflavina, piridoxina, acido ascoérbico, furosemida, triamtereno,
acido salicilico, paracetamol, labetalol) en productos farmacéuticos
y fluidos biolégicos (orina y suero).

La principal caracteristica de los métodos desarrollados es, ademas de la
rapidez, la sencillez y el bajo coste, la posibilidad de determinar uno o varios
analitos de forma selectiva y sensible en una gran variedad de muestras. Las
caracteristicas anteriormente descritas hacen especialmente adecuado su uso
en el analisis de rutina y control de calidad, como por ejemplo en los ensayos
de contenido de principios activos en productos farmacéuticos y métodos de
“screening” para determinar pesticidas en alimentos.
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Segun el sistema de introduccion de muestra y reactivos, el nUmero de analitos
o la técnica de deteccidon empleada podrian realizarse diferentes clasificaciones
de los métodos descritos en esta Memoria. Una primera clasificacién en funcion
del sistema de flujo empleado seria:

e FIA convencional (valvulas rotatorias de seis vias): dos
optosensores.

e Multiconmutacién (valvulas solenoide de tres vias): cinco
optosensores.

e SIA: cuatro optosensores.

El empleo de la multiconmutacién o del analisis por inyecciéon secuencial
proporciona un mayor grado de automatizacion, aportando otras ventajas
adicionales frente a los sistemas de analisis por inyeccién en flujo
convencionales.

En el caso de la multiconmutacién se han usado valvulas solenoides de tres
vias. De esta manera, es posible automatizar las distintas etapas de los
analisis usando un programa de ordenador adecuado que permite controlar de
forma sencilla la apertura o cierre de las valvulas en el momento necesario y
durante el tiempo preciso. En el caso del SIA también es posible automatizar
completamente el sistema de flujo mediante el software apropiado. En todos
los sistemas desarrollados empleando esta metodologia se consigue un gran
ahorro en consumo de muestra y reactivos, asi como un menor volumen de
residuos generados cuando se compara con el FIA convencional.

El FIA convencional se ha empleado para el desarrollo del sensor monoparametro
para la determinacién de norfloxacino y para el sensor triparametro para los
pesticidas carbendazima, carbofurano y benomilo. El SIA ha sido utilizado
para el desarrollo de dos sensores fluorescentes, los descritos para la
determinacion de paracetamol y labetalol, un sensor con deteccion luminiscente
sensibilizada por terbio para determinar acido salicilico, y un doble sensor
luminiscente empleando tanto fluorescencia nativa como quimioluminiscencia
para determinacién de mezclas de vitaminas. En todos los demas casos se han
desarrollado sensores multiconmutados.

En funcidn del nimero de analitos que permite analizar cada sensor, se puede
distinguir entre sistemas “monoparamétricos” (optosensores monoparametro),
gue permiten el anadlisis de un solo analito y sistemas “multiparamétricos”
(optosensores multipardmetro), que permiten el analisis simultdneo, mediante
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una sola insercién, de varios compuestos en una muestra. En esta Memoria se
han desarrollado siete optosensores monoparametro y cuatro optosensores
multiparametro.

Para llevar a cabo el desarrollo de los optosensores multiparametro, se
emplearon dos estrategias para permitir la separacion previa a la llegada a la
zona de deteccidn de los compuestos estudiados en cada caso.

Una de ellas estaba basada en el uso de una “precolumna”, empaquetada con
el mismo soporte soélido empleado en la zona sensora (célula de flujo), que
retiene temporalmente los analitos, permitiendo la discriminacién y separacion
de los mismos en base a la diferente interaccidon de cada analito con el soporte
sOlido de la precolumna. Esto permite la separacion y llegada secuencial de
los analitos a la zona de deteccidn y su posterior medida. Con este dispositivo
se ha desarrollado el sensor triparametro para la determinaciéon de benomilo,
carbendazima y carbofurano, asi como el sensor bipardmetro para determinar
ortofenilfenol y fuberidazol. Con una sola insercién de muestra, se analizan
todos los compuestos de interés, aunque la deteccidon de cada analito esté
secuenciada en el tiempo.

La otra estrategia desarrollada en esta memoria es el empleo de una cantidad
adicional de soporte sélido para realizar la separacién de las especies de
interés. El fundamento es el mismo que en la anterior, ya que se efectia la
separacién de los analitos debido a la diferencia de comportamiento de éstos
al interaccionar con el soporte sdlido empleado, pero esta vez ocurre en la
misma célula de flujo, justo por encima del area de deteccion. Para poder
efectuar esta separacidon con una cantidad adicional de soporte sélido en la
célula de flujo es necesario que la polaridad de los analitos a separar sea muy
diferente. Mediante el empleo de esta estrategia se ha desarrollado el sensor
biparametro para la determinacion fluorescente de furosemida y triamtereno;
también se ha empleado para la separacion de riboflavina y piridoxina en el
sensor multiparametro para determinacion de vitaminas.

Por ultimo, podria realizarse una clasificaciéon de los sensores desarrollados
basada en la técnica de deteccidn utilizada. De esta forma podria distinguirse
entre el uso de fluorescencia nativa (orto-fenilfenol, fuberidazol, carbendazima,
benomilo, carbofurano, bitertanol, furosemida, triamtereno, riboflavina,
piridoxina, labetolol), fluorescencia obtenida tras reaccién quimica (paracetamol),
luminiscencia sensibilizada por lantanido (norfloxacino, acido pipemidico, acido
salicilico) y quimioluminiscencia (acido salicilico, acido ascdérbico).
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En todos los métodos se ha realizado un amplio estudio de las variables
experimentales que hay que considerar en el desarrollo de este tipo de sensores
como: caracteristicas de los espectros y variables instrumentales, variables
de la unidad de retencidn-deteccién, variables quimicas (pH, naturaleza del
portador, etc.), separacion de los analitos, variables del sistema de flujo, etc.
Una vez optimizados los valores adecuados en cada método desarrollado, se
procedié a la calibracién de los sensores para cada analito y obtencidon de los
parametros analiticos, evaluacion de la selectividad mediante el estudio de
interferentes y finalmente se procedid a la aplicacion del método desarrollado
a muestras reales o fortificadas.

De los resultados obtenidos se puede concluir que el acoplamiento de la
espectroscopia en fase sélida con sistemas de flujo es de una gran utilidad
para la resolucion de un gran numero de problemas analiticos en campos muy
diversos, como son los siguientes abordados en la presente memoria:

e Control Ambiental (analisis de pesticidas en aguas superficiales)

e Control Alimentario (andlisis de residuos de fungicidas post-cosecha
en frutas)

e Control Farmacéutico (analisis de rutina de principios activos en
farmacos)

e Analisis Clinico (analisis de principios activos en fluidos bioldgicos)

El empleo de este tipo de métodos analiticos es especialmente recomendable
y ventajoso en el caso de muestras sencillas y analisis de rutina, como
por ejemplo el ensayo de contenido de principios activos en productos
farmacéuticos; aunque como se ha demostrado en esta Memoria, también
sirven para abordar problemas analiticos mas complejos, como puede ser el
analisis de residuos de plaguicidas en alimentos. Se ha desarrollado un método
con esta funcién (analisis de bitertanol en platanos); este método cumple la
normativa europea en cuanto a limite maximo de residuos (LMRs), ya que
permite detectar niveles de concentracién mas bajos que el establecido como
maximo en esta normativa. Por otra parte, también hay que subrayar que el
empleo de sistemas de flujo con multiconmutacién o SIA proporciona ventajas
evidentes con respecto a sistema FIA convencionales, permitiendo aumentar
la aplicabilidad y versatilidad de los optosensores en flujo.
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Abstract

In the present Research Report, the development of eleven flow-through
luminescent optosensors is described, making use of flow injection analysis
(FIA), sequential injection analysis (SIA) and multicommutation. Fluorescence,
lanthanide-sensitized luminescence and chemiluminescence have been
employed as detection techniques and applied to the analysis in several
research fields: Pharmaceutical, Environmental and Alimentary.

The luminescent optosensors have been applied to the determination of:

e Pesticides residues (carbofuran, benomyl, carbendazim, o-
phenylphenol and fuberidazol) in environmental waters.

e Residues of the fungicide bitertanol in fruits (bananas).

e Active pharmaceutical principles (norfloxacin, pipemidic acid,
riboflavin, pyridoxine, ascorbic acid, furosemide, triamterene, salicylic
acid, paracetamol and labetalol) in pharmaceuticals and biological
fluids (serum and urine).

The main characteristics of the developed methods are high sample throughput,
simplicity, low-cost and the possibility of determining one or more analytes
in a selective and sensitive way in a great variety of complex matrices.
These characteristics make the methods suitable for routine analysis, such
as screening methods for the determination of pesticides in foods and quality
control in pharmaceutical areas.

Taking into account the methodology for handling solutions, the number
of analytes determined or the detection technique employed, several
classifications for the described methods in this Research Report arise. The
first one, depending on the flow system:

e Conventional FIA (rotary valves): two optosensors.
e Multicommutation (three-way solenoid valves): five optosensors.
e SIA: four optosensors.
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The implementation of SIA or multicommutation in flow-through luminescence
optosensing provides a higher degree of automation when compared with
conventional flow injection analysis (employing manual rotary valves). In
addition, a great saving in reagents consumption is obtained.

Multicommutation systems employ three-way solenoid valves, making it
possible to automate all the steps of the analytical methods developed and
control the process from a computer. In the case of making use of SIA, the
whole system can also be automated by using the appropriate software. In
all the SIA or multicommuted methods here presented, great savings in both
sample and reagents solutions were observed when compared to conventional
FIA.

The developed optosensors making use of each methodology follow:

e FIA (rotary valves): monoparametric sensor for determining
norfloxacin and triparametric sensor for analysis of pesticides
carbendazim, carbofuran and benomyl.

e SIA: two fluorescent monoparametric sensors: paracetamol
and labetalol; a terbium-sensitized luminescent optosensor for
determining salicylic acid and a double luminescent sensor for
determining three vitamins

e Multicommutation: fluorescent monoparametric sensor for bitertanol
and biparametric sensors for fuberidazol/o-phenylphenol and
furosemide/triamterene; terbium-sensitized sensor for pipemidic acid
and chemiluminescent sensor for salicylic acid determination.

Another classification can be made taking into account the number of analytes
determined by the developed optosensor: monoparametric sensors for just one
analyte and multiparametric ones for more than one target compound. In this
Research Report, seven monoparametric optosensors and four multiparametric
optosensors are described.

When multiparametric optosensors are developed, two different approaches
can be used for fulfilling the analytes separation previously to their
determination:

e Making use of a precolumn, filled with the same solid support used as
sensing zone, placed previously to the detection zone. The analytes
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interact with the beads in the precolumn based on their different
kinetics of retention/elution and are temporarily retained; therefore,
a temporal discrimination is obtained, allowing the sequential
arrival of the analytes to the detection zone. This strategy has
been employed in the multiparametric sensors for determination of
benomyl/carbendazim/carbofuran and o-phenylphenol/fuberidazol.
Hence, by means of an only sample insertion, the determination of
all the analytes is achieved.

¢ Filling the flow-through cell with more solid support than the strictly
necessary for the detection; this additional solid support allows
the separation of the analytes in the same flow-through cell, just
above the detection area. This strategy, which needs very different
retention/elution kinetics of the analytes to be separated, was
employed for the furosemide/triamterene fluorescence sensor and
for the separation of riboflavin and pyridoxine in the multiparameter
sensor for determination of vitamins.

The last classification would be taking into account the detection technique
employed in the sensor:

e Native fluorescence: o-phenylphenol, fuberidazole, carbendazim,
benomyl, carbofuran, bitertanol furosemide, triamterene, riboflavin,
pyridoxine and labetalol.

e Fluorescence obtained after derivatization reaction: paracetamol.

e Terbium-sensitized luminescence: norfloxacin, pipemidic acid,
salicylic acid.

e Chemiluminescence: salicylic acid, ascorbic acid.

In all the sensors here described, a study of the experimental variables has
been required: spectral characteristics of the analytes, instrumental variables,
selection of solid support, chemical variables (pH, carrier, reagents), flow
variables, etc. After careful optimization of all the variables, the analytical
parameters of the flow system were obtained. Finally, the selectivity of the
method was tested by a proper interference study and it was applied to the
determination in real samples.

Based on the obtained results, it could be concluded that the coupling
between flow methodologies and solid-phase spectroscopy presents attractive
characteristics for applications in several research fields that have been
described in this Research Report:
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e Environmental Analysis (determination of pesticides in waters)

e Food Security (determination of post-harvest fungicide residues in
fruits)

e Pharmaceutical Analysis (routine active principle analysis in
pharmaceuticals)

e Clinical Analytical Chemistry (determination of active principles in
biological fluids)

The use of the developed analytical methods would be specially recommended
for simple samples and routine analysis, such as pharmaceuticals. However, the
analysis of more complex samples is also possible, as it has been demonstrated
by the analysis of pesticides in food: The determination of bitertanol residues
in banana presents a detection limit lower than the maximum residues
level allowed by the European Union. In addition, the employment of SIA or
multicommutation makes it possible to develop automatic and environmentally-
friendly analytical methods, widening the scope of applications of flow-through
optosensing.
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I. JUSTIFICACION E INTRODUCCION

La Memoria de Investigacidon presentada se titula “SENSORES EN FLUJO
CONTINUO CON DETECCION LUMINISCENTE EN FASE SOLIDA:
IMPLEMENTACION DE NUEVAS ESTRATEGIAS”.

Esta Memoria se enmarca dentro de una de las lineas de investigacién
desarrolladas por el Grupo de Investigacion “Quimica Analitica de Ia
Universidad de Jaén” (Grupo FQM 323 del Plan Andaluz de Investigacion
(PAI)) que esta centrada en el desarrollo de nuevas metodologias de
analisis por inyeccion en flujo continuo con deteccién espectroscépica en

fase solida.

Las investigaciones en esta linea van dirigidas a profundizar y desarrollar la
espectroscopia en fase soélida (SPS) en modo automatico (mediante el uso
de multiconmutacidon o analisis por inyeccién secuencial), incluyendo el
disefio de nuevas estrategias que permitan extender estos sistemas al
analisis de varios componentes y a la resolucién de problemas analiticos
reales. Para ello, se aborda el desarrollo de optosensores tanto mono- como
bi-parametro con aplicaciones en diferentes tipos de muestras, empleando
deteccién luminiscente (fluorescencia, luminiscencia sensibilizada por

lantanido y quimioluminiscencia).

Los optosensores espectroscopicos en flujo continuo surgen de la
automatizacion de la espectrometria en fase solida (practicada
originariamente en modo discontinuo) cuando ésta se integra con los

sistemas de analisis en flujo continuo (FIA).

En 1976, Yoshimura propuso combinar el uso de un soporte sélido para
preconcentrar la especie de interés con la medida directa de la absorcion de
luz de dicha especie retenida sobre la fase sdlida, surgiendo asi la

espectrometria en fase sélida (“Solid-Phase Spectroscopy” (SPS)) [1]. Los
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primeros trabajos se dedicaron al andlisis de traza metdlicas [2] y después

se extendieron al de compuesto organicos [3, 4].

Posteriormente la SPS se automatizé integrandose con el FIA, incorporando
el soporte solido a una célula de flujo. De esta forma se obtiene una
superficie sélida activa en contacto con una corriente que fluye a su través,
combinada con la monitorizacidn de la interaccion entre dicho flujo y la
superficie. Este dispositivo fue llamado por primera vez sensor 6ptico en

flujo (flow-through optosensor) por Ruzicka y Hansen [5].

De forma general, un sensor quimico o bioquimico es un dispositivo sencillo
capaz de detectar y/o cuantificar en tiempo real una especie quimica
concreta (analito) en un medio complejo concreto (muestra de interés) a
través de una interaccién quimica selectiva (idealmente especifica). Un
sensor quimico ideal deberia satisfacer una serie de especificaciones como
son: elevada selectividad hacia la especie de interés, sensibilidad,
portabilidad, bajo coste, minimo mantenimiento y suministrar informacion
espacial y temporal del analito en tiempo real o casi real. Sin embargo, muy

pocos sensores cumplen estas especificaciones.

Basicamente, un sensor consta de:

- Una zona quimica o elemento de reconocimiento que interacciona
selectivamente con el componente de interés.

- Un elemento de transduccién estrechamente asociado a la zona
sensora.

- Una unidad electrdnica de procesamiento y medida de las sefiales.

La presencia del soporte sensor en la célula de flujo introduce dos

importantes mejoras:
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Un notable incremento de la sensibilidad y, por consiguiente, un

descenso en los limites de deteccion.

Un aumento significativo de la selectividad (al producirse la separacién)
pues las especies no retenidas en el soporte no pueden desarrollar sefal
al verse forzadas a pasar a través de los intersticios que dejan las
particulas del sélido, lo que ofrece un paso 6ptico efectivo muy bajo, con
un gran incremento en los limites de deteccion comparados con la
metodologia FIA en ausencia de soporte sélido. Por consiguiente, los
procesos de separacion/retencion, concentracidén, reaccién (si fuera
necesaria) y deteccién ocurren en estos sistemas simultaneamente en el

tiempo y en el espacio, es decir, de una manera integrada.

En los siguientes apartados, se describirdn los fundamentos y el origen de

los optosensores en flujo continuo. Ademas, se detallaran las claves de su

funcionamiento asi como las aplicaciones mas resefables que se han

descrito en la literatura.

1. SISTEMAS AUTOMATICOS DE ANALISIS EN FLUJO

Estos sistemas surgen de la necesidad de realizar los ensayos analiticos con

un menor coste de material y tiempo, con las ventajas que ello implica de

mayor comodidad, mejora en la productividad, asi como disminucién de

errores, menor participacion humana y métodos mas respetuosos con el

medio ambiente.

1.1. Tipos de sistemas analiticos automaticos

Los sistemas automaticos asignan unas acciones previamente programadas

por el operador para ser llevadas a cabo en unos momentos determinados
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del proceso sin intervencién humana. Estos sistemas no toman decisiones

por si mismos y siguen siempre la misma secuencia de operacion.

En funcion de como ocurra el proceso, los métodos automaticos se clasifican
en discontinuos y continuos, encontrandose en algunas ocasiones una

combinacion de ambos:

- Discontinuos, en los que la muestra se mantiene separada en un
receptaculo (cubeta) en el que tienen lugar las distintas etapas
analiticas (adicion de reactivos, agitacidon, calentamiento, dilucion),
como se muestra en la Figura II.1. Posteriormente se lleva a la
unidad de deteccién, donde se obtiene una sefial analitica puntual
para cada muestra, después de haber alcanzado el equilibrio quimico

o estacionario.

DILUCION
BRAZO

MUESTRADOR | REACTIVOS
‘ ‘ gitacion

LI LT LT 1ef

B A \ DETECTOR

LT 1T T

MUESTRAS

Figura II. 1. Esquema general de un sistema analitico automatico

discontinuo.

- Continuos, la medida analitica se realiza sin interrumpir el flujo de un
liguido o gas. Las muestras se van introduciendo directamente, a
intervalos regulares de tiempo, en un canal por el que fluye un
portador que puede ser el propio reactivo, en caso de ser necesaria
una reaccion quimica, o que confluye con éste. El flujo pasa
continuamente por la célula de medida, situada en la zona de

deteccién de un detector apropiado, donde se realizan las medidas.
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Las sefiales analiticas son transitorias en forma de pico. La Figura

II1.2 muestra un ejemplo de un sistema de este tipo.

BOMBA
MUESTRA DETECTOR
% A
PORTADOR
VALVULA
INYECCION l
Desecho

Figura II. 2. Esquema general de un sistema analitico automatico continuo
(FIA).

1.2. Sistemas analiticos automaticos continuos

Una clasificacion general de los métodos automaticos continuos podria
establecer dos grupos fundamentales: Sistemas continuos de flujo
segmentado y de flujo no segmentado. En la Tabla II.1 se muestra una
clasificacién de los métodos automaticos continuos basada en el modo en

que se elimina la posible interferencia entre las muestras sucesivas [6].
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Tabla II.1. Métodos automaticos continuos.

Introduccion de muestra  Naturaleza

o ) del flui Denominacion
Procedimiento  Tiempo el flujo

Flujo

Andlisis en flujo

Segmentado  Aspiracion  Secuencial Continuo segmentado (SFA)

Andlisis por
Secuencial  Continuo inyeccién en flujo
Inyeccion (FIA)

. . . Métodos cinéticos a
Secuencial  Discontinuo . )
No flujo detenido

segmentado Anlisis en flujo
Continua Continuo completamente
continuo (CCFA)

Aspiracion ~ Secuencial ~ Continuo

Andlisis en flujo con
Secuencial  Discontinuo dispersidn
controlada (CDFA)

Los sistemas de flujo segmentado se caracterizan porque se introducen las
muestras de forma secuencial. Son aspiradas y espaciadas entre si por
medio de burbujas de aire, procurando en todo momento evitar el efecto de
transporte, promoviendo la mezcla de muestras y reactivos, y limpiando las

paredes del tubo.

Los sistemas de flujo no segmentado se caracterizan por la ausencia de
burbujas de aire en el sistema. Las muestras se introducen de forma
secuencial en el analizador, mediante inyeccidn o insercién en una corriente
de portador. Una diferencia muy importante de estos sistemas con los de
flujo segmentado es que en el momento de llevar a cabo la deteccidn, no se
ha alcanzado el equilibrio fisico (homogeneizacién del flujo) ni quimico
(desarrollo completo de la reaccion analitica). De todos estos sistemas de
flujo no segmentado, el mas empleado hoy dia es el Analisis por Inyeccidon
en Flujo (FIA).
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2. ANALISIS POR INYECCION EN FLUJO (FIA)

El analisis por inyeccién en flujo es una modalidad de los sistemas en flujo
continuo en los que el flujo no esta segmentado por burbujas de aire. El FIA
ha experimentado un rapido desarrollo desde la introduccién del concepto
original por Ruzicka y Hansen [7] (Dinamarca) y Stewart [8] (E.E.U.U.) en
la década de los setenta, abarcando en la actualidad casi todos los campos
analiticos. Aunque resulta dificil formular una definicion del FIA que englobe
a las diversas modalidades que del mismo han ido surgiendo desde sus
comienzos, se podria decir que se trata de un tipo de analisis automatico en
flujo continuo, que se basa en la insercion y dispersién controlada de un
volumen de disolucidn en una corriente continua de un portador, que lo
transporta hasta el detector, donde se genera una sefial transitoria en
forma de pico, denominada fiagrama. Presenta gran versatilidad, ya que las
posibilidades y aplicaciones analiticas son muy numerosas, con un
presupuesto reducido y gran sencillez en el manejo, proporcionando
resultados de gran rapidez, exactitud y precisiéon [9]. El término Flow Injection
Analysis (FIA) se mantiene por razones histéricas, debido a que inicialmente
Ruzicka y Hansen [10] empleaban una jeringa para introducir la muestra en el

flujo, aunque, actualmente se realiza por insercién con valvulas rotatorias.

El FIA en su utilizacién mas frecuente pertenece a los métodos cinéticos de
analisis de medida a tiempo fijo, ya que normalmente no espera a que la
muestra insertada alcance el equilibrio fisico ni quimico antes de ser
detectada. Esto facilita la medida de intermedios de reaccidén de vida corta
tales como radicales, frente a técnicas convencionales en estatico,
mostrandose muy eficaz también para automatizar métodos cataliticos al

conseguir una gran repetitividad en la medida a un tiempo determinado.

Ademas de gozar de la versatilidad de los métodos en flujo continuo, esta
metodologia presenta dos ventajas que la hacen destacar sobre otros
métodos: un disefio simple y econdmico, y suficiente robustez para soportar

el tratamiento habitual en un laboratorio analitico de control.
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Para dar una vision global de las multiples posibilidades de esta
metodologia, bastaria decir que todas las operaciones necesarias efectuadas
en cualquier modalidad de analisis convencional: filtracién y redisolucién,
extracciones liquido-liquido, reacciones de formacién y recogida de gases,
utilizacion de reactivos sélidos o inmovilizados, se pueden realizar con
facilidad en la modalidad FIA, mejorando de esta forma su reproducibilidad,

tiempo de andlisis y permitiendo el ahorro de reactivos.

Del mismo modo, esta metodologia permite un amplio espectro de opciones
analiticas, desde valoraciones a métodos en flujo detenido, asi como el
empleo de cualquier detector usual, con el Unico requisito que se pueda
introducir la muestra en flujo.

2.1. Caracteristicas esenciales de la metodologia FIA

Las caracteristicas esenciales de la metodologia FIA son [11]:

Flujo no segmentado por burbujas de aire, diferenciandose en ello de

los métodos de analisis en flujo segmentado.

Insercidon o inyeccidén directa de un volumen bien definido de muestra

en el flujo, en lugar de aspiracion.

Se realiza un transporte del bolo de muestra insertado a través del
sistema. Puede también tener lugar un proceso quimico y/o fisico-
quimico adicional al transporte (reaccién quimica, dialisis, extraccion

liquido-liquido, etc.).

La dispersién o diluciéon parcial del analito en ese transporte puede ser
perfectamente controlada a través de las caracteristicas geométricas e

hidrodinamicas del sistema.

Un sistema de deteccion continua proporciona una sefial transitoria,

que es convenientemente registrada (fiagrama).

En el momento de la deteccion de la sefal, no se ha alcanzado el

equilibrio fisico (que supondria la homogenizacién de una porcién del
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flujo) ni el equilibrio quimico (reaccién completa). Por ello la
metodologia FIA pueden considerarse dentro de los Métodos Cinéticos
de Andlisis y en su modalidad de medida a tiempo fijo.

e El tiempo de operacién debe ser muy reproducible, pues las medidas se
realizan en condiciones de no estabilidad, y por tanto, pequefas
variaciones del mismo pueden producir grandes alteraciones de los

resultados.

2.2. Componentes basicos de un sistema FIA

Un sistema FIA elemental debe estar integrado por una serie de componentes
basicos que proporcionen las condiciones ideales. A continuacién se muestra
un esquema de estos componentes y las caracteristicas principales de cada

uno.

SISTEMA DE

INYECCION SISTEMA DE

REACCION

SISTEMA DE
—_— DETECCION
SsTEwaDe  SISTEMADE
PROPULSION

Figura II.3. Elementos basicos de un sistema FIA

A. Sistema de propulsion

Establece un flujo de caudal lo mas constante posible de una disolucién (o de

varias) que lleva disuelto un reactivo o hace de simple portador. Debe
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suministrar un flujo constante y regular en el sistema, ausente de pulsos y

perfectamente reproducible.

Pueden usarse como sistema de propulsion bombas, sistemas de presion o
sistemas de gravedad. El mas utilizado es la bomba peristaltica, basada en la
presién ejercida por una serie de cilindros rotatorios sobre tubos de plastico
flexible. El caudal suministrado por la bomba peristaltica vendra determinado,

entre otros factores, por el didametro interno de los tubos.

Rodillos
Tambor

Tubos flexibles

Figura. I1.4. Bomba peristaltica y vista esquematica de su parte superior

B. Sistema de inyeccion

Debe permitir la introduccion o insercidn de un volumen de muestra
exactamente medido en la corriente portadora de forma completamente
reproducible, sin crear perturbaciones en el flujo del portador. Los voliumenes
deben ser variables en un amplio rango, ampliando la versatilidad del sistema.
Estos dispositivos pueden controlarse mediante un motor eléctrico, y en
cualquier caso, su utilizacién debe ser facil, cémoda y rapida para ampliar la
frecuencia de muestreo. Los primeros sistemas de inyeccion utilizados fueron
jeringas y agujas hipodérmicas, pero los mas empleados actualmente son las

valvulas rotatorias, generalmente de seis vias (Figura II. 5).
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Bucle Portador Bucle Portador

Detector

Posicién de llenado Posicion de inyeccion

Figura. I1.5. Esquema de una valvula rotatoria de seis vias

C. Sistema de transporte

Tiene como misién fundamental conectar entre si los diferentes elementos y
conseguir en el transporte de los fluidos a su través un adecuado grado de
dispersién de la muestra con la corriente portadora. La trayectoria del flujo
debe ser facilmente programable para realizar una amplia variedad de
ensayos; ademas, el flujo debe ser totalmente reproducible. Se utilizan tubos
de pequeno didmetro (0.1-2 mm) de un material quimicamente inerte y

termoestable; los mas usados son el tefldn, polietileno y propileno.

D. Sistema de reaccion

Es donde se va a desarrollar la reaccion quimica (en caso necesario) para la
posterior deteccidén del analito. Se suelen emplear los mismos tubos que en el
sistema de transporte, encontrandose en este caso enrrollados en forma
helicoidal. Este sistema de reaccion puede estar calentado por baros

termostatizados o mantas eléctricas.
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E. Sistema de deteccion

Debe permitir la medida continua de una propiedad de la muestra o de un
producto de reaccion de ésta, proporcionando informacién cuantitativa y
cualitativa. Para que un detector sea adecuado como sistema de medida en la
técnica de inyeccidon en flujo, éste debe poseer algunos atributos claramente
definidos, tales como: pequefio volumen, bajo ruido, respuesta rapida y lineal

en un amplio rango de concentraciones y alta sensibilidad.

Los sistemas de deteccidn FIA pueden clasificarse en dos tipos segin que
éstos midan directamente una propiedad de la especie disuelta en la muestra
insertada, o bien necesiten una reaccién adicional que origina un producto de
reaccion detectable. De esta manera el FIA puede aplicarse a especies activas

o inactivas segun su comportamiento en relacidn con el sistema de deteccidn.

Los sistemas de deteccion mas usados en FIA abarcan diferentes tipos
dentro de los métodos analiticos, como los detectores Opticos vy

electroanaliticos:

Detectores opticos

Son los sistemas de deteccidn mas usados en FIA, debido al gran nimero de
especies que pueden determinarse por este tipo de técnicas, bien por sus
propiedades intrinsecas o por las de un producto de reacciéon con un reactivo
determinado. Los mas usados son los detectores de absorcion molecular,

seguidos por los de fluorescencia molecular.

Estos detectores 6pticos se pueden clasificar en funcién de la técnica que sirve

de base a la deteccion:
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Espectrofotometria de absorcion molecular UV-visible

La espectrofotometria de absorcion molecular es una de las técnicas de
deteccidn mas empleadas en FIA, debido a la existencia de un gran nimero
de métodos basados en reacciones selectivas coloreadas [12-14] utilizables
para todo tipo de compuestos y elementos, y a la gran cantidad de
compuestos que presentan bandas representativas en la zona UV del espectro
[15].

Para llevar a cabo este tipo de deteccion en un sistema de flujo continuo se
requiere el empleo de una célula de flujo, que es el lugar donde se lleva a
cabo la medida de la sefial analitica. En espectrofotometria, las células de
flujo mas empleadas suelen estar fabricadas de cuarzo o vidrio 6ptico
especial, dependiendo de la zona del espectro donde se realice la medida (UV

y visible respectivamente).

Luminiscencia molecular

La espectroscopia de luminiscencia molecular es otra de las técnicas mas
empleadas para el desarrollo de métodos de analisis en flujo continuo. El
fendmeno de la luminiscencia se basa en la emisidon de energia en forma de
radiacion electromagnética (ultravioleta, visible o infrarroja cercana) por
parte de moléculas, atomos o iones, como resultado de la transicion desde
un estado electronicamente excitado a un estado de menor energia,

normalmente el estado fundamental [16].

Las dos manifestaciones mas conocidas de la luminiscencia producida por
especies moleculares de utilidad analitica son la fluorescencia y la
fosforescencia [17, 18]. Otra manifestacidn que esta adquiriendo cada vez
una mayor importancia en analitica es la quimioluminiscencia [19], que en
términos sencillos se puede definir como la produccidn quimica de
radiacion: el estado excitado se produce a expensas de la energia resultante

de una reaccién quimica. Cuando en este tipo de reacciones intervienen los
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seres vivos o sistemas biolégicos, el fendmeno recibe el nombre de
bioluminiscencia. Por Uultimo, también hay que destacar el uso de la

luminiscencia sensibilizada por lantanido.

- Fluorescencia molecular. La fluorescencia molecular es |la
fotoluminiscencia de tiempo de vida corto procedente de un singlete
excitado. La deteccion fluorescente presenta muchas ventajas, como
alta selectividad, bajo limite de deteccién, capacidad para la
miniaturizacion y bajo coste, por lo que ha sido ampliamente utilizada.
Uno de los inconvenientes es el pequefio numero de especies que
manifiesta efecto fluorescente [20] aunque puede ampliarse el campo
de aplicacién mediante el uso de reacciones quimicas sencillas [21] o

de la fluorescencia fotoinducida [22].

Las células fluorimétricas de flujo, al igual que las fotométricas, existen en
el mercado con un disefio comun, apto para su uso en FIA, y responden a
las caracteristicas y materiales adecuados a la técnica. La diferencia
fundamental con aquéllas se desprende de las caracteristicas intrinsecas de
la técnica: presentan tres ventanas en tres caras de la célula, mientras que

la cuarta cara es opaca.

La deteccion espectrofluorimétrica se emplea en siete sensores de esta

Memoria.

- Fosforescencia. La fosforescencia es otra técnica espectroscépica de
emision molecular, que ha sido usada como deteccién en sistemas
FIA [18]. Se caracteriza por ser una fotoluminiscencia de tiempo de
vida largo procedente de un triplete excitado, formado por la
absorcion de radiacién ultravioleta, visible o infrarroja cercana.
Aunque se ha aplicado a sistemas FIA, su empleo no estd tan
generalizado como la fluorescencia o la quimioluminiscencia, ya que

se requieren algunas caracteristicas determinadas para que se
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registre una sefal fosforescente razonable (soportes sélidos, medios

organizados, entornos de metales pesados, etc.)

- Quimioluminiscencia. La quimioluminiscencia se define como la
produccion de radiacién electromagnética como resultado de una
reaccion quimica, de forma que alguno de los productos de reaccidon
se obtiene en el estado excitado y emite luz al volver a su estado
fundamental. El que se produzca este fendmeno no suele ser muy
comun, ya que si la energia liberada en la reacciéon quimica no es lo
suficientemente elevada para provocar la excitaciéon, se disipa en
forma de calor u ocurre la combinacion de ambos. El proceso por el
que se produce la quimioluminiscencia es el mismo que para la
fotoluminiscencia (fluorescencia y fosforescencia) excepto que no se
necesita ninguna fuente de excitacién luminosa. Las aplicaciones de
la quimioluminiscencia como deteccién en sistemas de flujo continuo
(principalmente FIA) son muy numerosas [23-26]. Existe un gran
numero de aplicaciones y de revisiones de aplicaciones de
quimioluminiscencia en clinica, medioambiente, productos

farmacéuticos, etc.

La quimioluminiscencia se ha empleado como técnica de deteccion en dos

sensores de esta Memoria.

- Luminiscencia sensibilizada por lantanido. Los iones europio Y,
especialmente, terbio, pueden formar quelatos o complejos con
ligandos organicos y producir transferencia de energia intramolecular
a través del estado triplete del ligando a niveles de emisién del ion
lantanido; es decir, la excitacién se produce a la longitud de onda
caracteristica del compuesto organico (el analito) y la emisiéon se
produce a la longitud de onda caracteristica del lantanido [27, 28].
Las principales ventajas de este proceso son un gran desplazamiento
de Stokes, bandas de emisidn muy estrechas y larga vida media de

luminiscencia (lo que permite las medidas en el espectrofluorimetro
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en modo fosforescencia). De esta forma se consigue una gran
selectividad en las medidas realizadas. El inconveniente es el
pequeifio numero de compuestos que pueden complejarse con los
iones lantanidos para poder utilizar esta técnica de deteccion, de

aqui también su gran selectividad.

Esta técnica de deteccion se ha empleado en tres sensores de esta

Memoria.

Espectroscopia infrarroja

Los mayores inconvenientes de este sistema de deteccidn se centran en la
falta de transparencia de los disolventes, asi como en las dificultades del
montaje y limpieza de las células. En este sentido, el empleo de mezclas de
disolventes y el acoplamiento de la espectroscopia IR con técnicas de
inyeccion en flujo han hecho que el analisis cuantitativo de liquidos por IR
vaya ocupando un lugar cada dia mas importante en la literatura cientifica [
29-31 ], aunque la sensibilidad no sea muy elevada. En particular, debido a
su alta velocidad de barrido, se suele emplear la espectrometria IR mediante

la transformada de Fourier (FTIR).

Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman también se puede aplicar como sistema de
deteccidn en los métodos FIA, tanto para especies inorganicas como
organicas. Los espectros Raman tienden a ser menos confusos que los
espectros de infrarrojo, por lo que es menos probable la superposicion parcial
en mezclas y las medidas cuantitativas son mas sencillas. Ademas, la
instrumentacion Raman requiere pequenos volimenes de muestra y no esta

sujeta a la influencia negativa de la humedad.

A pesar de estas ventajas, la sensibilidad obtenida con esta técnica no es muy

elevada, lo que se puede mejorar notablemente con otros tipos de
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espectroscopia Raman, como la espectroscopia Raman sensibilizada en
superficie (SERS) [32, 33]. Esta técnica implica la obtencién de los espectros
de muestras que se adsorben en la superficie de particulas metalicas
coloidales (normalmente plata, oro o cobre) o sobre superficies porosas de

piezas de estos metales.

Técnicas espectroscopicas atomicas

En las técnicas atdmicas generalmente se utiliza un volumen de muestra de
0.5 a 2 ml, pero para el analisis de muestras de menor volumen se puede
conjugar con el FIA para resolver este problema. Una caracteristica
fundamental del uso en la metodologia FIA de un instrumento de absorcion
atémica (cualquiera de sus modalidades) [34, 35], fotdmetro de llama [36],
ICP [37] o fluorescencia atomica [38], es el hecho de no precisar célula de
flujo. En estos sistemas, el portador, continuamente bombeado, se aspira
hasta el nebulizador, y la insercién de la muestra en el portador da lugar a su
aparicion en el nebulizador, produciéndose a continuacién la atomizacion o
ionizacion, sin ser necesaria la célula de flujo. Otra caracteristica es la baja
dispersién, factor adicional para una mayor sensibilidad. En particular hay que
destacar la utilizacién del ICP-MS como sistema de deteccion, habida cuenta
de la gran sensibilidad, frecuencia de muestreo y versatilidad que proporciona
[39].

Espectrometria de masas

Con la aparicién del Electrospray (fuentes de ionizacion API (ESI y APCI)), se
ha avanzado mucho en la ionizacion y deteccidn de compuestos organicos en
caudales de liquido de alrededor de entre 0.1 y 1 ml/min. La aparicion de ésta
técnica de ionizacién de disoluciones liquidas (acuosas) no sdlo ha promovido
el desarrollo de las técnicas acopladas (principalmente HPLC-MS), sino que ha

permitido el desarrollo de aplicaciones “FIA-ESI-MS” [40, 41]. Estas técnicas
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permiten unos niveles de selectividad y sensibilidad muy altos, con un grado

de confirmacion muy elevado.

Detectores Electroquimicos

Los detectores electroquimicos son de gran utilidad en sistemas
hidrodinamicos debido a su selectividad, sensibilidad y linealidad de respuesta
en un amplio rango de concentracién. La propia naturaleza de los procesos
electroquimicos, que generalmente ocurren en una superficie en lugar de
hacerlo en el seno de la disolucién, los hace muy atractivos y convenientes
para la deteccidon miniaturizada. El principal inconveniente que plantea este
tipo de detectores lo constituye el material del electrodo. El envenenamiento
de la superficie en el caso de electrodos sélidos debido a la adsorcién se
manifiesta en una pérdida de estabilidad a causa de la pasivacion y

consecuente disminucion de la senal.

Los detectores electroquimicos en FIA pueden clasificarse atendiendo a varios

criterios:

a) Segun la base de la medida.
b) Segun la situacion de la superficie activa o sensor responsable de la
sefal analitica.

c) Segun la posicion del electrodo de referencia.

Técnicas amperomeétricas

De estas técnicas hay que distinguir entre los disefios que implican electrodos
solidos y los de gotas de mercurio (EGM). Los EGM [42] tienen la ventaja de
una superficie continuamente renovada que asegura una sensibilidad y un

nivel de la linea base estable.
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El campo de aplicacion de estos detectores abarca, fundamentalmente, la
determinacién a muy bajas concentraciones de compuestos fisiolégicamente
activos, como neurotransmisores y sus precursores, y metabolitos [43, 44].
Han sido propuestos numerosos disefios de células; sin embargo, la geometria
de la célula parece no tener gran influencia en parametros como limites de

deteccidn y estabilidad del electrodo.

Técnicas potenciométricas

Un detector electroquimico en un sistema dinamico recibe el nombre de
potenciométrico cuando la diferencia de potencial entre dos electrodos en
condiciones de corriente constante (generalmente cero) se mide en funcion de
los componenetes del flujo. La deteccion potenciométrica presenta numerosas
ventajas, como simplicidad del dispositivo experimental, sensibilidad,
selectividad, rapida respuesta y quimica relativamente simple. Las
desventajas mas importantes son la dificil interpretacion de la medida si el ion
a determinar estd practicamente complejado, y ser sensibles a la actividad

idnica solo en la inmediata vecindad de la membrana.

Dentro de esta técnica se distingues los distintos tipos de medidas [45, 46,
471 que corresponden a: Electrodos redox, electrodo de vidrio, electrodos

selectivos de iones (ISFETS) y redisolucién potenciométrica.

Técnicas coulométricas

La coulometria por inyeccién en flujo (FIC) estda basada en la medida de la
integral del pico corriente-tiempo obtenido en la inyeccion de un pequefio
volumen de disolucidon que contiene especies electroactivas en un flujo de
electrolito-soporte que pasa a través de un detector que opera en condiciones
de transporte de masa limitado [48, 49]. El FIC es mas efectivo cuando el
electrodo tiene una gran superficie y pequefio volumen interno, llamandose

entonces electrodo coulométrico.
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El aporte de reactivo en esta técnica puede realizarse por generacion
electrolitica externa, lo que tiene un amplio campo de aplicacién,
especialmente cuando el reactivo se inserta en la disolucién, o por un proceso

de electrolisis continuo.

Técnicas conductimétricas

La asociacién de esta técnica con el FIA [50, 51] ha dado lugar a un nuevo
método de inyeccién en flujo, donde las muestras se eluyen a través de una
célula de conductividad miniaturizada. Una columna de cambio idnico reduce
la contribucién a la conductividad del acido o la base por neutralizacion. La
conductividad diferencial es, por tanto, proporcional al contenido de acido o
base no considerando la sal.

2.3. Caracteristicas analiticas de los métodos FIA

Los métodos FIA muestran una serie de caracteristicas analiticas destacables:

Sensibilidad: En general los métodos FIA son algo menos sensibles que las

técnicas manuales por dos razones: En primer lugar, al existir una dispersion
fisica o dilucion de la muestra en el portador, no se alcanza la maxima sefal
posible (bolo sin diluir); segundo, cuando se hacen reacciones
derivatizadoras, al ser el tiempo de reaccién corto, se consiguen rendimientos
parciales de reaccién. Son muchas las modificaciones que pueden hacerse en
los montajes FIA para paliar esta caracteristica nada ventajosa; entre ellas

podemos distinguir:

- El empleo de un soporte sdélido que permita la retencién-
preconcentracidén del analito a partir del bolo de muestra.
- El empleo de sistemas continuos de separacién puede mejorar

indirectamente la sensibilidad de la determinacion.
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- La interrupcién del flujo cuando el bolo (donde se lleva a cabo la
reaccidn) se encuentra en el reactor, permite el desarrollo de la
reaccion sin que se produzca dilucion.

- Para conseguir una mezcla mas eficiente entre el bolo de muestra y el
reactivo, se utiliza un punto de confluencia entre un canal de

disolvente puro, que recibe al bolo de muestra, y el canal de reactivo.

Selectividad: La adaptacion de un método convencional para ser llevado a
cabo de manera automatica por FIA conlleva, en general, una reduccién mas
o menos notable tanto del nimero de especies interferentes, como del nivel
de perturbaciéon. Este hecho se ha constatado en numerosas determinaciones
FIA al establecer la comparacién con el respectivo método manual. El mayor
nivel de selectividad logrado se debe en muchos casos a que las reacciones
paralelas indeseables no se desarrollan en el corto espacio de tiempo de

medida (tiempo de residencia en FIA).

Precision: A pesar de que en la metodologia FIA concurren aspectos
cinéticos, fisicos y quimicos, que a priori pueden hacer suponer que los
resultados no han de caracterizarse por su buena precisiéon, de hecho se
alcanzan niveles de reproducibilidad notables y perfectamente comparables
con los conseguidos con las metodologias manuales. A pesar de que son
varias las causas que pueden ocasionar fluctuaciones en la sefial FIA (modo
de inyecciodn, fluctuaciones de la temperatura, cambios en la concentracion de
reactivo o portador, etc.), es sin duda la constancia en el caudal el factor mas
critico. Es importante elegir un tipo de bomba que origine caudales

constantes.

Rapidez: La rapidez de la metodologia FIA tiene su mayor incidencia en la
frecuencia o velocidad de muestreo, siendo superior respecto a las técnicas
manuales. Esta mayor velocidad de muestreo en FIA puede atribuirse a la
existencia de fuerzas de difusion radiales, de gran significacion con relacién a

las de difusidon axial y de conveccién, que ejercen un efecto de lavado
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evitando la contaminacion mutua entre las muestras al limitar el ancho de

banda.

Es indudable que factores como volumen de muestra, volumen interno del
reactor y caudal son decisivos al establecer la velocidad de muestreo. Deben

elegirse en cada caso las condiciones adecuadas a las necesidades.

Sencillez: La técnica FIA se caracteriza por su gran simplicidad debido a:

- Montajes no sofisticados compuestos por tubos de teflén, conexiones,
bifurcaciones, etc., de facil ensamblaje, en contraste con las nuevas
metodologias analiticas surgidas en los Ultimos afios, que se basan en
instrumentos complicados dificiles de adquirir, poner a punto y
mantener.

- Facil manejo. No solo es tarea sencilla el uso de un montaje FIA para
analisis de rutina, sino que es muy facil también manipular su disefio
para conseguir los resultados deseados. Asi, es facil sustituir algin
componente, alargar un reactor, modificar la temperatura, etc., para
adaptar el mismo montaje a la determinacion de diversos analitos en

diferentes matrices.

Economia y versatilidad: Al ser el FIA una técnica sencilla y simple, se

caracteriza por su bajo coste, en claro contraste con otras metodologias
automaticas, tanto continuas segmentadas, como discontinuas. Ademas, el
caracter modular de un sistema FIA permite su adaptacién a las diferentes
necesidades. La sustitucion de cualquiera de sus componentes y la
incorporacién de otros es tarea sencilla si se tiene en cuenta la ausencia de

altas presiones que complicarian estas operaciones.
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3. OTRAS METODOLOGIAS DE ANALISIS POR INYECCION EN FLUJO

3.1. Anadlisis por inyeccion secuencial

Ruzicka y Marshall introdujeron en 1990 otro tipo de sistemas de flujo no
segmentado, el Analisis por Inyeccidon Secuencial, SIA [52], considerado
como la segunda generacién de las técnicas de flujo. Los componentes de
un sistema SIA se detallan a continuacién, y como detector puede
emplearse cualquiera de los citados anteriormente en el apartado dedicado
a sistemas FIA [53-58].

Componentes de un sistema SIA: La parte fundamental de un sistema

SIA (mostrado en la Figura I1.6.) consiste en una valvula de seleccién multi-
posicion, o multivalvula, que es la encargada de controlar la direccién de las
disoluciones en el sistema. El sistema consta también de una jeringa de
pistdbn, que realiza la funcibn de aspirar y propulsar las distintas
disoluciones a través del sistema. Se coloca un bucle (“holding coil”) entre
la jeringa y un puerto de la valvula multi-posicién; de igual forma, se
conectan tanto el detector como el resto de las disoluciones a través de los
puertos necesarios de dicha valvula. Tanto el portador como las disoluciones
de muestra y/o reactivo/s son aspiradas hacia la jeringa y/o el “holding
coil”, para posteriormente ser impulsadas hacia el detector [59, 60]. En el
caso de que sea necesaria una reaccién en el sistema, se emplearan los
mismos tubos que en el resto del sistema, enrollados en forma helicoidal.

Este reactor se colocaria justo antes del detector.
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Figura II.6. Esquema general del Analisis por Inyeccién Secuencial (SIA)

Comparacion del SIA con el FIA

Las ventajas relacionadas con el empleo del sistema SIA frente al sistema FIA

(valvulas rotatorias de seis vias) son:

1. El SIA emplea un sistema mas robusto y sencillo, utilizando
s6lo un canal incluso en el caso de necesitar producir
reacciones quimicas, mientras que en el FIA serian necesarios
canales adicionales al emplear diferentes reactivos.

2. En los sistemas SIA, las bombas peristalticas multicanal
empleadas en el FIA son reemplazadas por bombas de jeringa,
mucho mas precisas y robustas.

3. El consumo de muestra y reactivos decrece drasticamente al
emplear sistemas SIA (en el FIA, las disoluciones estan
continuamente circulando a través del sistema).

4, La configuracion monocanal del SIA permite usar el mismo
sistema para una gran diversidad de andlisis o ensayos
analiticos; es decir, no es necesario modificar fisicamente el
sistema, al contrario de lo que sucede en el FIA convencional.

5. En el SIA, el uso de la valvula multiposicidon proporciona una

herramienta para realizar calibraciones automaticas.
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6. En los sistemas SIA todo el proceso es automaticamente
controlado por medio de un software adecuado. De esta forma,
es facilmente programable la introduccion de alicuotas de
muestra y/o reactivos para conseguir una mayor
homogeneizacién de las disoluciones en el caso de necesitarse
una reaccidon quimica en el sistema.

7. A diferencia del FIA, donde para la insercion de volumenes
diferentes de muestra es necesario modificar el bucle de la
muestra, en el SIA se aspiran volumenes diferentes de
muestra, simplemente indicando el volumen requerido

mediante el software del ordenador.

Como Uunico inconveniente, podria citarse el mayor tiempo necesario por
analisis al emplear el SIA, disminuyendo, por consiguiente, la frecuencia de
muestreo. Esto es debido a que es necesario aspirar en primer lugar las

disoluciones antes de impulsarlas hacia el detector.

En esta Memoria se han desarrollado cuatro sensores empleando esta

metodologia.

3.2. Multiconmutacion

Desde la introduccion del andlisis por inyeccién en flujo (FIA) se han
desarrollado diferentes procedimientos para la manipulacidon de disoluciones
y el control de la dispersion de las mismas. Para la ejecucion de estas
tareas, se han disefiado ingeniosos montajes y dispositivos que permiten la
introduccion de manera reproducible de la disolucién de muestra en el
sistema en flujo. Estos dispositivos han evolucionado desde la jeringa
hipodérmica en los origenes del FIA, pasando por el inyector proporcional,
hasta culminar en la valvula rotatoria de seis puertos, actualmente el

sistema de inyeccidn mas extendido en la metodologia FIA.
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Con estas valvulas de seis puertos los procesos de carga e inyeccién de
muestra se efectluan por desplazamiento de un elemento modvil entre dos
posiciones fijas, quedando definido el volumen de muestra a insertar por la
longitud del bucle de muestra y el volumen interno de la valvula rotatoria.
Sin embargo, la valvula de inyeccion de seis puertos es un dispositivo que
condiciona el disefio del montaje FIA, exige un consumo extra de muestra y
ademas presenta dificultades en cuanto a su automatizacion. Estas y otras
limitaciones pueden paliarse mediante el disefio de un sistema en flujo,
consistente en un conjunto de valvulas solenoide de tres puertos, actuando

cada una de ellas como un conmutador independiente [61, 62].

Limitaciones de la valvula rotatoria de seis puertos

Con la valvula rotatoria de seis puertos so6lo es posible introducir el volumen
de muestra correspondiente al bucle; la introduccidén de un volumen distinto
exige reemplazar la longitud del mismo con la consiguiente interrupcion del
flujo y consumo de tiempo [61,62]. Por lo tanto, los voliUmenes de muestra
a inyectar en FIA estan estrictamente limitados; los volimenes mas
pequefios insertables corresponden al volumen interno de la valvula que
suele ser de aproximadamente decenas de microlitros; para volumenes
grandes el perfil de dispersién impone restricciones, ya que la muestra se
dispersa en el medio portador sélo a través de los extremos. Por
consiguiente, volumenes grandes no permitiran un mezclado eficiente de la
zona central del bolo de muestra con el portador a menos que se
prolonguen los tiempos de residencia mediante caudales bajos y reactores
de gran longitud, siendo necesario un lavado del bucle después de cada
inyeccidon con un volumen adicional de muestra para limpiar las paredes del

mismo que han sido bafiadas con la disolucién portadora.

Empleo de valvulas solenoide

En el modo de multiconmutacion [63] con valvulas solenoide de tres vias, el

volumen de muestra a introducir se controla por el tiempo y el caudal. Con
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respecto a los sistemas FIA, se sustituye la medida de los volumenes de
insercion por la de tiempos de insercion, lo que permite desarrollar métodos
de muestreo basados en el tiempo y conseguir un sistema en flujo activo,
versatil y de facil reconfiguracién. Por tanto, la incertidumbre asociada a las
alicuotas de volumenes de muestra esta relacionada principalmente con la
precision en el control del tiempo de muestreo, siendo maxima la

reproducibilidad al emplear dispositivos electrénicos.

Las valvulas solenoide no solamente se han utilizado en sistemas FIA, sino
que también se han utilizado en Cromatografia de Liquidos para la insercidn
de muestra, y entrada y salida de disolventes; en Cromatografia de Gases,
para la entrada o salida de aire; en Espectrometria de Masas, para la
introducciéon de disoluciones; y en SIA como interfase entre el horno
microondas para la digestién de la muestra y el montaje para la

determinacion de hierro [64].

El dispositivo fundamental en multiconmutacién es la valvula solenoide de
tres vias. La implementacién de una valvula solenoide de tres vias en un
sistema en flujo presenta una estructura funcional controlada por el

ordenador, como se muestra en la Figura II.7.
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Figura I1.7. Esquema de un sistema de flujo empleando vélvulas solenoide.
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Los montajes de multiconmutacién con valvulas solenoide comprenden un
numero variable de valvulas que actuan como un conmutador independiente
controlado por ordenador. Esta red se podria asimilar a un circuito
electronico que presentase un numero variable de nodos activos que
podrian adoptar, de forma independiente en el tiempo, dos estados posibles
“ON y OFF”. De este modo, la dispersion de la muestra y de los reactivos
puede ser controlada eficazmente, abriendo nuevos caminos para el

desarrollo del analisis en flujo.

OFF /9 Vv ON 12v

| |
I 2 ol 4

Portador  Recircular Detector

II il

Portador Recircular Detector

Figura II.8. Esquema del funcionamiento de la valvula solenoide de tres

puertos

Las valvulas solenoide de tres puertos se comportan como un conmutador o
interruptor entre dos posiciones distintas OFF y ON, permaneciendo en todo

momento dos de los tres orificios de la valvula comunicados.

En la Figura I1.8 se muestra esquematicamente el funcionamiento de una
valvula solenoide de tres vias; se detalla el funcionamiento para el caso en
que la valvula controle el flujo del portador: En posicion OFF, el solenoide
gue estd conectado al generador esta relajado y la armadura es empujada
hacia abajo, circulando el portador hacia el detector. Sin embargo, en

posicion ON, se le transmite una cierta cantidad de energia proporcional al
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pulso eléctrico al solenoide y la armadura (en forma de T invertida) es
atraida hacia arriba, de esta forma se bloquea la entrada del portador, que

es recirculado hacia el recipiente correspondiente.

Perfil de insercion en multiconmutacion

Como ya se comentd anteriormente, mientras la valvula se encuentra
inactiva (OFF) la disolucién de portador es conducida hacia el detector; en
posicion ON un pulso electronico de duracidon programable permite la
insercidon de la muestra en el portador. Por tanto, el volumen de muestra
insertado es proporcional a la duracién del pulso y puede modificarse
alterando el perfil de la secuencia de insercidén, siendo posible la insercidn
de un sdélo segmento de muestra o de varios segmentos idénticos o de
distintas longitudes alternados con disolucién portadora. La muestra
consumida es insertada en el sistema durante el tiempo que la valvula
permanece activa (ON) y no es necesario un consumo adicional en tareas

de lavado.

Las microinserciones de pequefos segmentos de muestra “emparedados”
entre microsegmentos de portador favorecen un mezclado intimo de las
disoluciones de muestra, portador y reactivos incluso cuando el volumen

insertado es grande.

Se trata pues de un sistema versatil que permite la inserciéon de volimenes
variables de muestra a través del software y garantiza la insercién
reproducible de volimenes de muestra de unos pocos microlitros mediante

el control electrénico de la duracion de los pulsos.

Comparacion de la multiconmutaciéon con el FIA

El empleo de pequefias redes con nodos en forma de valvulas solenoide,
actuando como conmutadores y controladas por un ordenador a través de

un sencillo software, permite modificar la configuracion del montaje (ciclos
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de apertura y cierre) sin necesidad de alterarlo fisicamente ni manipularlo,
ampliando enormemente las posibilidades analiticas del analisis en flujo,
revolucionado en los ultimos afios por la metodologia FIA. Las principales
ventajas de la multiconmutacion frente al analisis por inyecciéon en flujo

(empleando vélvulas rotatorias) son [61]:

1. Miniaturizacion de los montajes en flujo. El reducido tamafio de las
valvulas solenoide y de las interfases electrénicas permite el
desarrollo de equipos integrados de reducido tamafo y de
instrumentacién portatil para efectuar analisis in situ.

2. Disminucidon del consumo de muestra y reactivos. Las configuraciones
en multiconmutacion permiten que tanto la muestra como los
reactivos sean microdispensados de forma muy precisa; voliumenes
de unos pocos microlitros, correspondientes a fracciones de segundo
de tiempos de insercién, pueden obtenerse de forma muy
reproducible.

3. Aumento de la reproducibilidad. La intervencidn del operador es
minima (principal fuente de irreproducibilidad), ya que el proceso de
insercidon esta controlado por un ordenador via software. Por tanto, la
multiconmutacion favorece el disefio de métodos de analisis
completamente automaticos.

4. Economia y sencillez. El precio de una valvula solenoide de tres
puertos es inferior al de una valvula rotatoria convencional empleada
en FIA. Ademas el dispositivo para los ciclos de apertura y cierre de
las valvulas solenoide sélo necesita un impulso eléctrico (12 V y 100
mA como valores de referencia).

5. Versatilidad. A diferencia de la metodologia FIA, la multiconmutacion
permite alterar todas las variables que inciden directamente en los
perfiles de dispersidn, sin necesidad de modificar fisicamente el
montaje (volumenes de muestra insertados, tiempos de reaccion,
etc.). La reconfiguracion del mismo se lleva a cabo mas facilmente
que en los sistemas FIA ya que sdlo se necesita reprogramar la

duracién de los impulsos eléctricos que controlan la apertura y cierre
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6.

de las valvulas, o modificar la secuencia de conmutacion de las
mismas.

Ampliaciéon de las modalidades de anélisis en flujo. El “control
electronico” de la dispersion (mejor control espacio-temporal de la
dispersién frente al FIA) y la mayor versatilidad asociada a la
multiconmutacién han permitido la implementacion de modalidades
de gradiente (flujo detenido, confluencia de zonas, penetracién de
zonas, muestreo de zonas), de procedimientos automaticos para
determinaciones multiparamétricas y de montajes multicanales

complejos que pueden ser manipulados de forma simple y eficaz.

A pesar de estas importantes ventajas, la multiconmutacién presenta

algunas limitaciones o desventajas frente al FIA:

1.

2.

Limitaciones en los volumenes de insercion. Si los segmentos de
muestra y reactivos introducidos son muy pequefios se hace
necesario sincronizar la unidad de bombeo y las microinserciones
para evitar problemas de irreproducibilidad.

Insercion de muestra y reactivos. Debido a que las valvulas solenoide
actian como un conmutador entre las posiciones ON-OFF, una de las
dos posiciones de entrada o salida de las valvulas queda cegada,
quedando interrumpido el flujo por ese canal; ello obliga a emplazar
en algunas ocasiones la unidad de bombeo después de las valvulas y
a aspirar muestra y reactivos en vez de ser bombeados, aumentando
de esta manera la irreproducibilidad del caudal. No obstante, una
sencilla combinacién de las valvulas solenoide permite el
emplazamiento clasico de la bomba antes de los puntos de insercién.
Comercializacion de equipos. La no disponibilidad comercial de los
equipos (interfases electrénicas y software para el control de las
valvulas solenoide) se pone de manifiesto en el hecho de que
practicamente la totalidad de los trabajos publicados relacionados con

multiconmutacién hacen uso de hardware y software de fabricacion
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propia. No obstante, la sencillez de ambos elementos permite la
posibilidad de desarrollarlos sin excesiva dificultad.

4. Mayor desgaste de la valvula solenoide: En el desarrollo de los
optosensores, el empleo del soporte sélido conlleva una cierta
sobrepresion, que se hace mas patente al emplear valvulas solenoide.
Esta sobrepresion produce que las valvulas solenoide se estropeen
antes que las valvulas rotatorias, siendo necesario su reemplazo. Aun
asi, hay que destacar que el desgaste de las valvulas es minimo, y
esta desventaja es menor aun si cabe al comparar el precio de las

valvulas rotatorias con el de las valvulas solenoide.

Modalidades de FIA y multiconmutacion

La versatilidad y aplicaciones de la multiconmutacién surgen como
consecuencia de la mayor simplicidad y eficacia en el control de la
dispersién de muestra y reactivos en comparacion con la metodologia FIA.
La multiconmutacién no es una manera mas elegante y automatizada de
reproducir las estrategias que el analisis por inyeccién en flujo ha
desarrollado desde 1975, sino que, bajo esta denominaciéon se esconde un
nuevo concepto de analisis en flujo, el cual engloba y amplia al FIA como
precursor. Es interesante destacar que mediante la combinacién de valvulas
solenoide y el disefio de redes eficaces y versatiles, se pueden reproducir y

llevar a cabo las siguientes operaciones [61]:

- Reproducir el mecanismo de insercion del bolo de muestra en FIA

- Dispersar de manera controlada muestra y reactivos para llevar a
cabo una determinacidn multiparamétrica basada en la
discriminacion espacial y temporal de los segmentos de disolucién
insertados.

- Producir perfiles y gradiente de concentracién adecuados,
indispensables en procesos de dilucién o en el disefio de métodos

automaticos volumétricos.
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- Trabajar bajo modalidades en flujo (flujo detenido, confluencia de
zonas, penetracion de zonas, muestreo de zonas) que exigen una
sincronizacion perfecta de los ciclos de apertura y cierre de las
valvulas, lo cual es dificil de lograr con sistemas de insercién
“clasicos”.

- Imitar las metodologias de flujo mas recientes, como es el analisis
SIA.

4 OPTOSENSORES EN FLUJO CONTINUO

4.1 Integracion de la espectroscopia en fase solida y el analisis por

inyeccion en flujo

La espectroscopia en fase sélida (SPS) surge como intento de aplicacién al
analisis cuantitativo del fundamento de los “"resin spot tests” (ensayos a la
gota sobre resinas intercambiadoras de iones). Esta metodologia consiste
en ensayos cualitativos de observacion visual basados en la aparicidon de
coloracién en unos granos de resina de cambio idnico, debido a la fijacion
en ella del producto de reaccidn del analito con los reactivos, que debe ser
una especie cargada eléctricamente. A pesar de los numerosos trabajos
descritos en bibliografia desde que en 1954 Fujimoto [65, 66] propusiera
dicha técnica de microandlisis cuantitativo, no fue hasta 1976 cuando
Kazuhisa Yoshimura [1] se basara en los "resin spot tests” para la
determinacion cuantitativa de una especie coloreada adsorbida sobre una
resina solida. Yoshimura denomind a esta técnica "Colorimetria de Cambio
Idnico”, y actualmente se suele denominar como “Espectroscopia en Fase
Sdlida” (SPS).

La espectroscopia en fase sélida es una técnica que ha sido ampliamente
aplicada a la determinacion de analitos organicos [4, 67] e inorganicos [2],

siendo métodos que presentan una alta sensibilidad y selectividad, utilizan
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una metodologia sencilla, barata y muestran una gran aplicabilidad a

muestras reales.

Esta metodologia se basa en el uso combinado de un soporte sélido para
preconcentrar el analito (o su producto de reaccién) con la medida directa
de la absorcién de radiacion de la especie de interés retenida sobre el
mencionado soporte solido. Una vez retenida la especie de interés sobre la
fase solida, ésta es separada del resto de la disolucién por filtracién vy
trasvasada a una cubeta (generalmente de 1 mm de paso 6ptico) donde se

lleva a cabo la deteccidén espectroscopica.

Una gran ventaja de la SPS es la elevada sensibilidad que se consigue,
pudiendo aplicarse al analisis de elementos traza sin la necesidad de
realizar pasos previos de preconcentracion, como en el caso de la

espectroscopia convencional.

Por otra parte, es interesante destacar la elevada selectividad obtenida con
esta metodologia, debido a la retencion selectiva del analito (o su producto
de reaccién) sobre el soporte soélido, asi como la sencillez de la técnica y el

bajo coste de la instrumentacién que requiere.

Inicialmente la técnica se aplic6 a un amplio conjunto de elementos y
compuestos [4, 68-70], y mas tarde se expandio el abanico de posibilidades
que presenta dicha técnica cuando se introdujo la fluorimetria como método
de deteccion [71, 72].

Posteriormente la SPS se combind con el FIA incorporando el sélido activo a
una célula de flujo. Una superficie sdlida activa rodeada por una corriente
que fluye a su través, combinada con la monitorizacién de la interaccion
entre dicho flujo y la superficie fue llamada por primera vez sensor 6ptico
en flujo (flow-through sensor) por Ruzicka y Hansen [5]. Estos sistemas
también denominados optosensores en flujo, pueden realizar

simultaneamente la deteccion con la reaccién y la separacion en la misma



Sensores de flujo continuo con deteccion.../EuLocro J. LLORENT MARTINEZ 39

célula de medida. En la siguiente figura se esquematiza la implementacién

de ambas metodologias:

ESPECTROSCOPIA EN FASESOLIDA ANALISIS POR INYECCION EN FLUJO (FIA)
. MUESTRA
REACTIVOE  soncanutiing SEPARACION

MUESTRA a - B = }J = ﬁ-p g é DETECCION ; l

REACCION  popULSION
o 5 DETECCION 5
SGHACION DIRACION AUTOMATIZACION, REPRODUCIBILIDAD,
MENOR CONSUMO DE MUESTRA Y

AUMENTO DE SENSIBILIDAD Y SELECTIBIDAD REACTIVOS, FRENCUENCIA DE MUESTREO

ry

OPTOSENSORES EN FLUJO
MUESTRA
i >> st
\ < SEPARACION
" +
REACCION

PROPULSION 5

%=-——» DETECCION

Figura II. 9. Esquema de la espectroscopia en fase soélida (SPS)

4.2 Fundamento de los optosensores en flujo continuo

Un sensor quimico (o bioquimico) ideal puede definirse como un dispositivo
analitico (miniaturizado) que responde de manera directa, reversible,
continua, rapida, exacta y precisa a los cambios de concentracién de una (o
mas) especie(s) de una muestra [73]. Consta de una microzona sensora,
donde tiene lugar una reaccion quimica (o bioquimica) y/o un proceso de
separaciéon, que esta conectada con (o integrada en) un transductor, que en
el caso de los optosensores se trata de un transductor éptico. La amplia
variedad existente de sensores hace dificil describir su comportamiento en
términos generales; no obstante, establecer sus propiedades genéricas,

indispensables unas, deseables otras, resulta mucho mas facil. Algunas de
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ellas coinciden con caracteristicas esenciales de la metodologia FIA, como
son exactitud, precision, sensibilidad y selectividad; otras, se refieren al tipo
de funcionamiento: reversibilidad y reutilizabilidad en procesos irreversibles
o regenerables. Otras caracteristicas basicas son aquellas relacionadas con
el tiempo: respuesta lo mas préxima posible a tiempo real y rapidez en los
procesos reversibles y en los de regeneracidon y estabilidad (duracién y
tiempo de vida operacional). Finalmente, otras caracteristicas destacables
son: simplicidad de construccion y operacién, robustez, bajo costo,
posibilidad de utilizacion con muestras complejas o sistemas en evolucién vy,

por ultimo, necesidad de no interpretacion por parte del operador.

El bolo de muestra es insertado en la corriente de portador y la radiacién
interacciona directamente con la zona sensora integrada en el area de
deteccidn. Estos dispositivos proporcionan una respuesta rapida, reversible
y continua que es transducida via un detector espectroscopico molecular no

destructivo.

4.2.1. Sensores espectrofotométricos

La sefial analitica medida en los optosensores en flujo continuo esta
directamente relacionada con la concentracion de analito de la muestra
inyectada. La absorbancia (en realidad atenuacién) A, medida sobre el

soporte sélido consta de varios componentes [74]:

A = Ap+Ag+Ag (1)
donde,

A, es la absorbancia del analito o su derivado retenido en el sélido.
AR es la absorbancia del sélido (soporte sélido + reactivo, si lo hay).
As es la absorbancia de la solucién intersticial entre las particulas del sélido

(puede ser despreciada, generalmente, frente a los otros términos).
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El empaquetamiento de las particulas del sdélido activo afecta a los valores
de los términos del segundo miembro de la ecuacién (1). Sin embargo,
cuando el flujo estd circulando unos cuantos segundos, el empaquetamiento
es fijo (constante) y la linea base muestra un valor constante, igual a Ag +
As = Ag. Por tanto el pico obtenido al paso del analito Aa corresponde a la
diferencia entre el valor experimental medido A y Ag + As. De esta forma,
la sefial analitica de estos sistemas puede obtenerse directamente midiendo
a una sola longitud de onda, y pueden llevarse a cabo reiteradas medidas
sobre el mismo empaquetamiento del sélido. Sin embargo, en SPS en modo
discontinuo, cada medida se efectia sobre diferentes lotes de sélido
empaquetado en la célula, con lo que el empaquetamiento es diferente en
cada caso, lo que origina valores de Aa no reproducibles si se mide a una
sola longitud de onda. Por ello, en SPS manual se necesita efectuar las
medidas a dos longitudes de onda (una en el maximo de absorcion y otra
donde sélo el soporte soélido absorbe luz) para eliminar el efecto de la

variabilidad en el empaquetamiento.

La absorbancia neta del analito viene dada por

AA = &r IRCR
Donde

€r = absortividad molar aparente del analito en la fase sélida tal como se
observa en el sistema de flujo (kg mol * cm ™)
Ir = longitud media de paso 6ptico

Cr = concentraciéon de analito en la fase sélida (mol kg™)
Cuando se inyectan en el sistema V (I) de una muestra conteniendo una
concentracion Co (mol I'') de analito, la concentracidn sobre la fase sélida

(Cgr, mol kg™) seré:

CR=GCoV/ m,
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(m, = masa de sdlido, kg) suponiendo un valor alto del coeficiente de
distribucién (como suele ser lo habitual). Por tanto,
Ap= ERIRVCO / m,

Por consiguiente, manteniendo V constante, existe una relacion lineal entre
la sefial analitica y la concentracion inicial, Co del analito en la solucién de
muestra inyectada, siendo & Ir V/ m, la pendiente de la recta de

calibracion.

De esta ecuacidn se desprende una importante caracteristica de estos
optosensores en flujo: manteniendo Co constante, Aa crece conforme crece
V. Por tanto, cabe esperar una relacién lineal entre Ap y el volumen de
muestra inyectado, es decir, la sensibilidad es proporcional al volumen de
muestra usado para el andlisis y, por tanto, puede incrementarse
aumentando éste. Esto se cumple en un intervalo de valores de V (hasta,
generalmente, unos 1500-2000 pnl), por encima del cual la sefal tiende a

estabilizarse.

4.2.2. Sensores (foto)luminiscentes

En sensores fluorimétricos puede encontrarse una relacidon similar entre la
sefal analitica y la concentracidon de analito en la solucién problema. La
sefal de fluorescencia de la especie de interés retenida en el soporte sdlido

viene dada por la siguiente expresion [74]:

I= 2,303[1/(1+Sb)]¢|: Io Er IR Cr

®¢ = rendimiento cuantico de fluorescencia

I, = intensidad del haz de excitacion

&g, Ir, Cr igual que en sensores espectrofotométricos

S = coeficiente de dispersiéon (fraccidon de radiacién dispersada por unidad

de espesor del soporte sdlido)
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b = espesor del soporte

Por tanto, I=2303[(1/1+Sb)]®rIoerlrV Co/ m,

De esta ecuacion, se puede deducir que la sefial de fluorescencia y la
concentracion de la especie de interés también estan directamente
relacionadas y el efecto del volumen de muestra es similar al caso de los
sensores espectrofotométricos. Ademas, la cantidad a usar, m,, debe ser la
minima posible que permita la geometria de la célula y el disefio del haz del
detector, pues la sefial, de acuerdo con las ecuaciones anteriores, es

inversamente proporcional a la cantidad de soporte sélido empleado.

Relaciones similares de proporcionalidad entre la sefal y la concentracidn
de la especie de interés pueden encontrarse para sensores fosforescentes,

luminiscentes sensibilizados por lantanido y quimioluminiscentes.

4.3. Componentes de los optosensores en flujo continuo

Como se ha mencionado anteriormente, los optosensores en flujo surgen de
la combinacién del FIA con la SPS, por tanto los elementos de estos
dispositivos son los propios de un sistema FIA (sistemas de propulsion,
transporte, inyeccién y deteccidn). La uUnica diferencia, en principio, con
respecto a un sistema FIA, es la presencia de soporte sélido en la célula de

flujo, donde se llevan a cabo las medidas espectroscopicas.

4.3.1. Soportes sdlidos

El soporte sélido es el elemento mas importante en este tipo de sensores.
La eleccién del soporte entre la gran variedad de materiales sintéticos y
naturales que pueden emplearse, constituye una parte esencial del disefio

del sensor, ya que sobre la superficie del mismo se va a producir la
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integracidn de reaccidon y/o retenciéon y la deteccién espectroscépica. El

soporte sélido empleado debe reunir ciertos requisitos:

a) El tamafio de las particulas debe ser adecuado (entre 40 y 120 um
generalmente), ya que tamanos de particula menores podrian
generar sobrepresiones en el sistema.

b) El material escogido debe ser quimicamente inerte a los componentes
de las soluciones del flujo y resistente al flujo continuo, garantizando
reproducibilidad en la respuesta del sensor.

c) Debe ser compatible con el sistema de deteccién usado (por ejemplo,
en los sensores fotométricos, la absorcion de fondo debe ser
suficientemente baja para permitir realizar las medidas sin saturar el
detector).

Dos son los grupos principales de soportes empleados:

A. Polimeros de intercambio ionico

Polimeros de matriz aromatica hidrofébica (estireno/divinilbenceno) vy
polimeros de polidextrano suelen ser los mas utilizados. Los segundos son
mas transparentes y permiten medir en la regidn ultravioleta, mientras los
de matriz aromatica poseen fondos de absorcion muy altos en la regién
ultravioleta y sdlo pueden usarse en la regidn visible. Las resinas Dowex
son las mas representativas de los primeros y los geles Sephadex (QAE A-
25, CMC-25 y SPC-25) de los segundos. El proceso de retencion es por

intercambio idnico.

B. Solidos adsorbentes no polares

De este grupo, conocido también como resinas macroporosas, las resinas
XAD son bastante empleadas. Generalmente, se emplea en los sensores
luminiscentes, dada su alta absorciéon de fondo tanto en el visible como en

el ultravioleta. La retencidén es por adsorcién. También se usa como soporte
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solido gel de silice Ci5, que también presenta un mecanismo de naturaleza

adsortiva.
Los cuatro tipos de materiales mas usados son:
Cambiadores idnicos derivados de polimeros de estireno.

Cambiadores idnicos derivados de polimeros de dextrano.

Resinas adsorbentes sin grupos funcionales.

A

Silice con fases enlazadas.

Cambiadores ionicos derivados de polimeros de estireno.

Estos polimeros de cambio idnico estdn constituidos por una matriz
hidrofoba formada por cadenas lineales de poliestireno unidas entre si por
puentes de divinilbenceno (tipo Dowex 1, Dowex 50W, etc.). Unidos al anillo
aromatico, se hallan los grupos cambiadores, que pueden ser de acido
fuerte o débil para los cambiadores catidénicos (tipo Dowex 50) y de base

fuerte o débil para los anidnicos (tipo Dowex 1).

Desde el punto de vista de su empleo en el desarrollo de optosensores, hay
que destacar que son muy Uutiles para la retencién/elucidn de complejos
inorganicos o en al caso de cambiadores catidnicos para la retencidén
irreversible de reactivos organicos que formen complejos con cationes. Los
cambiadores anidnicos son menos Utiles para la retencién irreversible de
reactivos, pues si al pH Optimo de la reaccidn éstos estan cargados
negativamente el anclaje sobre el cambiador se produce a través de los

grupos quelantes, inactivandolos.

La utilizacién de estos soportes en sistemas que emplean reactivos aromaticos
que forman complejos muy estables con cationes o aniones inorganicos,
plantea también numerosos inconvenientes, pues la elucién del complejo

resulta enormemente dificil.
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Cambiadores idnicos derivados de polimeros de dextrano

Las resinas derivadas de polimeros de dextrano estan formadas por
polisacaridos que se obtienen entrecruzando dextrano con epiclorhidrina, son
por tanto, cambiadores de naturaleza polar, debido a los numerosos grupos
hidroxilo existentes en los anillos de la estructura. Son adsorbentes polares

con grupos no idnicos.

Pueden introducirse grupos funcionales idnicos obteniéndose cambiadores
idnicos con caracter acido fuerte (Sephadex SE y SP) y acido débil (Sephadex
CM), base fuerte (Sephadex GE, TEAE, QAE) y base débil (Sephadex DEAE,
AE). Estos soportes pueden ser utilizados para la retencidon de complejos con
ligandos tanto organicos como inorganicos, ya que la naturaleza no aromatica
del cambiador, hace que la retencidn se produzca mediante interacciones casi
exclusivamente electroestaticas, o en cualquier caso, débiles, facilitdndose
mucho la elucion con respecto a los cambiadores mencionados en el apartado
anterior. También son muy Utiles para la determinacidon de especies organicas
por medida de su absorbancia intrinseca en la zona UV, lo que resulta
imposible con cambiadores de naturaleza aromatica debido a la intensa

absorcién que presentan.

Resinas adsorbentes sin grupos funcionales

Son resinas adsorbentes constituidas por cadenas de poliestireno
entrecruzadas mediante moléculas de divinilbenceno (al igual que las resinas
tipo Dowex), pero carentes de grupos funcionales cambiadores de iones (otro
tipo, menos frecuente, esta fabricado a partir de acrilato). Bien conocidas son
las resinas macroporosas tipo Amberlita XAD, que son materiales porosos por
lo que, al igual que las tipo Dowex, se afectan por las caracteristicas del

medio de reaccidén, aunque no tanto como aquéllas.

Las resinas adsorbentes son capaces de retener gran cantidad de reactivos

aromaticos por adsorcién, de este modo los grupos activos de dichos reactivos
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quedan libres y éstos no pierden su capacidad de complejaciéon. No obstante,
su alta opacidad en toda la regién del Visible (y UV) limita fuertemente su uso
en SPS.

Su obtencion se lleva a cabo realizando la polimerizacién estireno-DVB en
presencia de un disolvente organico como el tolueno, apropiado para disolver
los mondmeros pero no para el polimero. Estas resinas macroporosas son
muy Utiles para su uso en disolventes no polares, en los que las resinas de
cambio idnico ordinarias apenas se hinchan y el cambio idnico es por tanto
lento. Su uso es frecuente en la industria, debido a que son facilmente

regenerables.

Silice con fases enlazadas

Se trata de soportes constituidos por microesferas de silice que poseen
cadenas lineales hidrocarbonadas enlazadas a los grupos silanol exteriores. La
cadena suele ser de 2, 8 6 18 dtomos de carbono. Son materiales no porosos,
por lo que presentan gran resistencia a los cambios fisico-quimicos del medio.
Son soportes extremadamente Utiles para la retencidn de compuestos
organicos, aromaticos o no (ya sean reactivos formadores de complejos o
analitos de naturaleza organica), ya que retienen débilmente a estos
compuestos, en medio acuoso o hidro-organico y la elucién puede conseguirse
facilmente aumentando el porcentaje de disolvente organico del medio. No
obstante, hay que tener en cuenta que son menos selectivos que los

cambiadores idnicos.

Otras fases sensoras

Ademads de estos soportes sélidos, se han descrito optosensores con otro
tipo de fases sensoras como ciclodextrinas [75], vidrio de tamafo de poro
controlado (CPG) [76], materiales de procesos sol-gel [77] y polimeros de

impresién molecular [78].



Sensores de flujo continuo con deteccion.../EuLocro J. LLORENT MARTINEZ 48

Los polimeros de impresion molecular (MIPs) son materiales macroporosos
con puntos de unidn selectivos capaces de reconocer a una determinada
molécula. Son diversos los usos que se han dado hasta ahora a estos
polimeros. Estos materiales son capaces de simular, en términos de afinidad
y selectividad, los anticuerpos y/o enzimas sintetizados por los sistemas
bioldgicos. El uso de MIPs en sensores 6pticos estd aln en sus comienzos a
pesar de la creciente atencion que viene recibiendo en los ultimos anos [78,
79]. La incorporacién de MIPs como soportes activos en sistemas de flujo
aportara importantes condiciones de selectividad a estos sistemas,
particularmente en la determinacion de especies organicas, donde los
soportes tradicionalmente usados en optosensores (resinas de intercambio
idnico, Cis-gel de silice) ejercen con estas moléculas interacciones

(electrostaticas, adsorcién) de caracter inespecifico.

Los MIPs ofrecen un extraordinario potencial analitico para la determinacién
selectiva y altamente sensible de especies, tanto idnicas como moleculares.
La investigacion en el campo de polimeros impresos se halla en pleno
desarrollo, precisandose un enorme esfuerzo investigador [78] no soélo
desde el punto de vista basico, ensayando nuevas vias de preparacion, sino
de nuevas aplicaciones practicas especialmente en el campo de sensores

opticos, donde esta tecnologia esta en sus comienzos.

Estos nuevos materiales que presentan estabilidad quimica a largo plazo,
resistencia mecanica y quimica elevada, ofrecen la posibilidad de disefar
receptores para un elevado numero de sustratos. Las excelentes
caracteristicas analiticas de los sensores Opticos basados en el empleo de
MIPs pueden extenderse a un gran numero de aplicaciones de interés
medioambiental e industrial. Nuevos mecanismos de transduccion dptica y
polimeros de diversa composicidn y/o configuracidon son hitos a desarrollar
en esta tecnologia. El auge de los MIPs es tal que ya hay disponibilidad

comercial de cartuchos de extraccion rellenos de MIPs.
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4.3.2. Células de flujo

Las células de flujo son otro elemento clave en el disefio de optosensores en
flujo. Una célula de flujo ideal para un sensor en flujo debe reunir dos

requisitos:

- Conseguir la concentracion del producto de interés sobre el soporte
en un area de la célula tan pequena como sea posible.
- El haz de radiacion debe incidir sobre esta area (sin irradiar las

proximidades de la zona citada).

El nivel de sdlido en la célula es una variable clave: debe llenarse hasta una
altura tal que el haz de luz incida completamente sobre el soporte sélido y
sin que éste apenas llegue a exceder el limite superior del haz de luz, pues
alturas crecientes a partir de este limite originan la fijacion de la especie de
interés por encima del haz (fuera de la zona de deteccién) o bien una
dispersién del bolo de muestra a lo largo de una mayor cantidad de sdlido,
con pérdida de sensibilidad y disminucion de frecuencia de muestreo.
Niveles mas bajos del indicado, producen, por su parte, también, una
disminucidn de la sefal, pues la luz pasa total o parcialmente a través del
flujo de solucidn. En definitiva, la parte superior del sélido debe mantenerse
tan proxima al limite superior del haz como sea posible, pero por encima de

7

el.
4.3.3. Técnicas de deteccion
En los optosensores en flujo, o sensores espectrocdpicos en flujo, se han

empleado distintas técnicas de deteccion. A continuacién, se enumeran

algunas de las mas empleadas.
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Espectrofotometria de absorcion molecular

La espectroscopia de absorcion molecular es, sin duda, la técnica de
deteccidn mas frecuentemente usada en los laboratorios analiticos dada su
facilidad de adaptacion a una amplia variedad de problemas analiticos.
Fue la técnica con la que Ruzicka y Hansen [5] describieron en 1985 el
concepto de optosensor en flujo (“flow-through optosensor”). La
espectrofotometria es una de las técnicas mas empleadas para el desarrollo
de optosensores. Los primeros descritos fueron los basados en
espectrofotometria visible para la determinacion de metales mediante Ia

formacién y retencién de complejos coloreados.

Por otra parte, aunque la espectrofotometria de absorcion UV adolece de
escasa selectividad para poder usarse en analisis espectrofotométrico
convencional, el empleo de soporte soélido activo en los sensores
espectrofotométricos mejora sensiblemente la selectividad. Existen un gran
numero de ejemplos de aplicaciones de optosensores UV especialmente

para el analisis de principios activos en productos farmacéuticos [74].

Luminiscencia molecular

Espectroscopia de fotoluminiscencia molecular. La fluorescencia también ha
sido aplicada al desarrollo de optosensores [74, 80, 81]. Esta técnica de
deteccién ofrece alta sensibilidad, buena selectividad y excelentes limites de
deteccidn. El inconveniente de la misma respecto de la fotometria es el
menor numero de sustancias que presentan fluorescencia nativa. Por
consiguiente, a menudo es necesario el empleo de reactivos
derivatizadores. Otra alternativa empleada recientemente para extender las
posibilidades de los optosensores fluorescentes es el empleo de
fluorescencia inducida fotoquimicamente (PIF) [82]. Esta técnica esta
basada en la conversion de analitos no fluorescentes en fotoproductos
fuertemente fluorescentes. La principal ventaja que presenta frente a la

derivatizacion quimica es el empleo de fotones para la derivatizacién del
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analito en lugar de un reactivo quimico, no siendo necesario un sistema de
mezcla y por tanto el sistema de inyeccién en flujo se simplifica, ya que el
montaje que se requiere para desarrollar este tipo de reacciones es muy

sencillo.

Por otra parte, también se han descrito optosensores que emplean
deteccién fosforescente para una gran variedad de analitos (contaminantes

organicos, iones metalicos, sensores de humedad y pH, etc) [83, 84].

La luminiscencia sensibilizada por lantanidos esta basada en las propiedades
luminiscentes de iones lantanidos (terbio (Tb (III) y europio (Eu (III)), que
se ven incrementadas, cuando interaccionan con distintas especies quimicas
organicas (farmacos, pesticidas, etc.). Esta mejora de la intensidad
luminiscente que se consigue al formar este tipo de quelatos, permite el
desarrollo de métodos muy sensibles, ya que la selectividad de este tipo de
medidas luminiscentes es mayor que la de las medidas fluorimétricas
convencionales. Son bastante escasos los optosensores de este tipo
encontrados en bibliografia, habiéndose puesto a punto sensores para la
determinacion de farmacos como tetraciclinas y antraciclinas monitorizando

la emisién luminiscente de sus complejos con Eu(III) [85-87].

Quimioluminiscencia. El uso analitico de la quimioluminiscencia (CL) estd
experimentando un creciente interés, gracias a su elevada sensibilidad y
selectividad, bajos limites de deteccidon e intervalos dindmicos amplios.
Ademas, la instrumentacién necesaria para llevar a cabo medidas de
quimioluminiscencia es muy sencilla. En 1985, fue descrito el primer sensor
en flujo con deteccibn quimioluminiscente [76]. Empleaba luminol
inmovilizado en un soporte sdlido de vidrio de tamafio de poro controlado. A
partir de entonces, se han desarrollado varios optosensores de este tipo

principalmente para el analisis de farmacos [88- 90].
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Espectroscopia vibracional

La espectroscopia vibracional es otra de las técnicas que se han implementado
en el desarrollo de optosensores en flujo. Las caracteristicas que aporta la
espectroscopia vibracional es informacién especifica relacionada con grupos
estructurales. El desarrollo de optosensores en flujo que empleen
espectroscopia vibracional con fines analiticos (cuantitativos) es muy escaso.
Solamente hay algunos ejemplos en la literatura que describen el empleo de
espectroscopia NIR [29], MIR [91-93] y espectroscopia Raman sensibilizada
por superficies (SERS) [32, 94]. Estas técnicas de deteccién pueden aportar
informacidon estructural de grupos especificos y caracteristicos de los
compuestos estudiados, y esto ha sido ya explorado en el estudio de
azucares, hidratos de carbono, acidos organicos, etc. También se han
desarrollado recientemente un optosensor con deteccidn por espectroscopia

Raman para el andlisis de antibidticos del grupo de las sulfonamidas [95].

4.4. Desarrollo de los optosensores en flujo: variables

experimentales.

En este apartado se describiran las distintas etapas y los distintos factores y
variables que se tienen en cuenta a la hora de estudiar y desarrollar un
optosensor espectroscopico en flujo. Los aspectos mas relevantes que se

estudian son:

(a)Seleccién del soporte sdélido: variables de la unidad de
retencidon / deteccion

(b)  Estudio de las variables quimicas

(c)Estudio de las variables FIA

(d) Regeneracion del soporte sensor



Sensores de flujo continuo con deteccion.../EuLocro J. LLORENT MARTINEZ 53

A. Seleccion del soporte sdlido: variables de la unidad de retencion /

deteccion

La seleccién del soporte sélido es una de las etapas mas importantes en el
desarrollo de un optosensor en flujo. Para llevar a cabo la seleccion se
tienen en cuenta propiedades fisicas y quimicas de la especie a retener. En
general, se suelen usar resinas de intercambio iénico, cuando el analito
presenta un equilibrio acido-base, que permita que pueda estar cargado en
un intervalo de pH determinado en funcién del valor de los pK,. No
obstante, cuando la molécula es apolar o no presenta grupos funcionales
gue permitan su retencidon en un intercambiador de iones, se puede recurrir
al empleo de soportes sélidos sin grupos funcionales, o que permitan la
retencion de la especie de interés mediante un mecanismo principalmente
de adsorcion. Por tanto, a la hora de seleccionar el soporte sélido es
necesario prestar especial atencidon a variables quimicas como el pH de la
muestra o del portador, ya que pueden tener gran influencia en el

comportamiento del analito en la fase sdlida.

Una vez seleccionado el soporte sélido, otro factor muy importante es la
cantidad o nivel de soporte sélido en la célula. El soporte debe cubrir
completamente el area irradiada del detector, pues de lo contrario las
medidas se harian total o parcialmente en fase liquida, perdiendo tanto
selectividad como sensibilidad. Un exceso de soporte sélido es, en general,
perjudicial, pues contribuye a una mayor dispersion del bolo de muestra y a
una pérdida de velocidad de muestreo. Por tanto, lo ideal es cubrir hasta
unos milimetros por encima del limite del haz de radiacidn. No obstante,
esta cantidad adicional de soporte sélido en la célula de flujo puede
proporcionar en ciertos casos un grado de discriminacién entre especies de
la muestra (permitiendo el desarrollo de optosensores para la determinacion
de varios analitos de forma simultdnea) o bien separar parte de la matriz
del analito, de forma que se incrementa la selectividad en detrimento de

una pequefa disminucién de sensibilidad.
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B. Variables quimicas

El pH y la naturaleza de la solucién portadora es la primera de las variables
a estudiar. Es una variable especialmente critica, sobre todo cuando se
trabaja con resinas de intercambio idnico. Cuando dicha disoluciéon sélo hace
la funcion de portador y no actla como eluyente de la especie retenida,
debe escogerse de forma que origine la maxima senal del analito por
permitir su retencién en la zona irradiada, normalmente en la parte superior
de la zona sensora. El pH tiene influencia especialmente en las especies que
poseen comportamiento acido - base, careciendo de efecto significativo,

generalmente, cuando el analito no sufre equilibrios protoliticos.

Cuando el portador actia, ademds, como eluyente de la especie a
determinar, tanto el pH como su concentracién ejercen un efecto decisivo
principalmente cuando se usan cambiadores iénicos. En este caso es
preferible esta situacion, pues el empleo de una solucion eluyente adicional
conduce a cambios en la posicién de la linea base y al acortamiento de la
vida del soporte. La concentracion creciente de la solucién eluyente suele
actuar rebajando la respuesta analitica del sensor, pues los iones del
eluyente compiten con la especie de interés por su fijacidn en la zona

sensora.

Generalmente se usan como eluyentes adicionales disoluciones acidas,
basicas, salinas, agentes complejantes, oxidantes, etc. Para gel de silice Cig
suelen emplearse soluciones metandlicas. Cuando se usa el reactivo
inmovilizado en el soporte, otra variable adicional a considerar es la
cantidad de reactivo por gramo de soporte. Si, por otro lado, la reaccion se
efectla antes de que el analito llegue al detector, el proceso de

optimizacién del reactivo es similar al de un sistema FIA convencional.

El pH de la muestra inyectada también debe ser investigado. Puede influir

en la sefnal en sentido similar al del pH del portador.
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C. Variables de flujo

Caudal: La influencia del caudal es dependiente de la rapidez del proceso
de retencion en la zona sensora. Cinéticas de retencion muy rapidas dan
sefales apenas afectadas por el caudal dentro de los valores permitidos
para éste. En cambio, las cinéticas de retencidon lentas dan sefales
analiticas cada vez menores al aumentar el caudal, lo que conlleva una
disminucion de sensibilidad, aunque por otro lado aumenta la frecuencia de
muestreo. Por lo tanto, hay que adoptar una solucidn de compromiso entre

sensibilidad y velocidad de analisis.

Volumen de muestra: Una de las caracteristicas mas destacables de los

sensores en flujo continuo es la posibilidad de incrementar sustancialmente
la sensibilidad incrementando el volumen de muestra insertado, como
consecuencia del incremento de la cantidad de analito retenido en la zona
de deteccion. Cuando el coeficiente de distribucion es alto, la dependencia
de la sefal con el volumen de muestra es lineal. Esto dota a estos sensores
de wuna gran versatilidad para trabajar en un amplio rango de
concentraciones, simplemente cambiando el volumen de muestra insertado.
En este apartado habrd que tener en cuenta que en los sensores
desarrollados empleando valvulas rotatorias o un sistema SIA se hablara
de volumen de muestra, mientras que en los sensores multiconmutados hay
que hablar de tiempo de insercién de muestra (conocido el tiempo de

insercién y el caudal se puede calcular el volumen insertado).

D. Regeneracion del soporte

La etapa de regeneracion es crucial en este tipo de sensores ya que va a
determinar la rapidez, sencillez del montaje, reproducibilidad, vida media
del soporte sélido, etc. Dependiendo del tipo de analito y de sus
propiedades fisicas y quimicas (polaridad, equilibrios acido-base, grupos

funcionales caracteristicos, mecanismo de retencidn del soporte sodlido
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elegido, etc.) se optara por una determinada estrategia para llevar a cabo la

elucion del analito y proceder a otra nueva determinacion.

Tras la medida, la zona sensora tiene que ser regenerada para la siguiente
determinacion, haciendo asi que el sensor sea reutilizable. Llevar a cabo
este paso de regeneracion es un requisito clave e importante. Se puede

conseguir de dos formas:

- El procedimiento mas simple de regeneracion se da en aquellos casos
en los que la propia disolucién portadora actua como eluyente.
Entonces, el proceso de regeneracién comienza justo en el momento
en el que el extremo posterior del bolo de muestra alcanza el soporte
solido. En este caso se obtendra una sefal transitoria. Es el
procedimiento mas sencillo y permite frecuencias de muestreo altas y
asegura una mayor duracidon del soporte cuando éste es una resina
de intercambio iénico.

- En los casos en los que no es posible la regeneracion del sensor con
el propio portador se emplea una solucién eluyente adicional, que se
hace llegar a la zona sensora mediante la inyeccién de un volumen
definido en el sistema, o usando una valvula de seleccion.
Proporciona una mayor sensibilidad al no haber eluciéon simultanea al
proceso de retencion, siendo la preconcentracion mas efectiva, pero
ofreciendo menor frecuencia de muestreo y acortando la vida del

sensor si el soporte es una resina de intercambio idnico.

Los agentes utilizados en la regeneracion de sensores varian en funcién de la
naturaleza de las especies retenidas y del tipo de interaccién entre dichas
especies y el soporte solido. Pueden utilizarse, entre otros, agentes oxidantes
o reductores, tensioactivos, agentes complejantes, disolventes organicos e
incluso simplemente cambios de pH o de fuerza i6nica del medio. Por otro
lado, la desactivacidn de la superficie sensora con el uso es un inconveniente,
pues se ven limitados los requerimientos esperados de longevidad y uso

repetido del sensor.
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Si la retencidon del analito es muy fuerte, se han de emplear soluciones
salinas, acidas o basicas muy concentradas para conseguir la elucién del
mismo en un tiempo adecuado, lo cual conlleva que el soporte experimente
hinchamientos y deshinchamientos que ademas de alterar la linea base
acortan sustancialmente su vida. Ademas no siempre es posible la elucion de
este analito o su producto de reaccion. En estos casos se justifica el uso de la
renovacion de la superficie sensora mediante inyeccién en flujo, que evita la
necesidad de un mecanismo de funcionamiento reversible del sensor. Esta
metodologia estd basada en el concepto de espectroscopia con inyeccidon de

particulas o microesferas ("Bead Injection Spectroscopy”) [96, 97].

5. LOS ANALITOS Y SU DETERMINACION

Los analitos seleccionados para desarrollar los optosensores descritos en
esta Memoria de Investigacién se enmarcan en el campo medioambiental,
clinico y farmacoldgico. A continuacidon se realizard una breve introduccion
de cada uno de ellos, asi como las técnicas de andlisis descritas

previamente en bibliografia para su determinacion.

5.1. Pesticidas

La Agencia de Proteccién Medioambiental estadounidense define pesticida
como cualquier sustancia o mezcla de sustancias, de caracter quimico o
bioldgico (virus o bacterias), destinada a prevenir, destruir, repeler o

mitigar una plaga [98].

Durante las ultimas décadas la lista de estas sustancias en la agricultura, ha
crecido rapidamente debido al desarrollo de la quimica organica de sintesis
y la urgente necesidad por el empleo de la agricultura intensiva. El uso
masivo de estos compuestos para la produccién, almacenamiento,

manipulacién y transporte de alimentos tiene como principal consecuencia
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la presencia de los mismos tanto en el medio ambiente como en al producto
final (alimentos). La necesidad de controlar los niveles de residuos de
plaguicidas, presentes tanto en los alimentos que tomamos como en el
medio ambiente, es la causa principal de que el analisis de pesticidas sea

uno de los campos de mayor interés de la Quimica Analitica.

Los principales grupos de pesticidas de acuerdo a la especie a la que van
destinados son: bactericidas, para el control de bacterias; herbicidas que
protegen a las plantas de malas hierbas; fungicidas, para evitar el
crecimiento de hongos; e insecticidas, para proteger a las plantas y frutos
de los dafios causados por insectos. Ademas existen otros grupos como
acaricidas, nematocidas, molusquicidas, rodenticidas, virucidas vy

reguladores del crecimiento.

Benomilo

El Benomilo [1-(butilcarbamoil)bencimidazol 2-il carbamato de metilo]
(Figura II.10) es un fungicida empleado en una gran variedad de cultivos.
Presenta actividad preventiva y curativa sobre humerosas enfermedades de
los cultivos y plantaciones agricolas ocasionadas por hongos [99]. Su campo
de actividad incluye ecto y endoparasitos; en cuyo control se recomienda
tanto en tratamientos preventivos como curativos. Se consideran
enfermedades controlables, entre otras, la antracnosis de los citricos,
cercospora de la remolacha, chancro del manzano y de los frutales de
hueso, fial6fora, mal del esclerocio de diversas horticolas, podredumbre del
pie de los cereales, podredumbre gris de la uva, repilo y otras
enfermedades fungicas. Recomendado en cereales, citricos, champifién,
florales, fresa, frutales, horticolas, ornamentales, platanera, remolacha y
vid.
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Figura II1.10. Estructura del benomilo

Carbendazima

La carbendazima [(Bencimidazol 2-il carbamato de metilo)] es un
fungicida del grupo de los benzimidazoles, que es ampliamente usado en
una gran variedad de cultivos. Es el principal producto de degradacion del
benomilo, ya que en disoluciones orgdnicas o acuosas a pH no acidos, el

benomilo se convierte en carbendazima [100].

La carbendazima posee efecto preventivo y curativo sobre enfermedades
fungicas producidas por endo y ectoparasitos. Su uso se recomienda para el
control de antracnosis de la judia y del platano, anublo del trigo, chancro
del almendro y melocotonero, moteados o rofias del manzano y peral, oidio
de la vid, oidio del albaricoquero, almendro, melocotonero, rosal, cerezo,
ciruelo, espino blanco, manzano, cereales, etc., podredumbre gris de la uva,
etc. en apio, arbustos ornamentales, cereales de invierno, fresa, frutales,
leguminosas grano, lUupulo, ornamentales lefiosas, ornamentales herbaceas,
pepino, pifia, platanera, remolacha azucarera, tomate, vid para vinificacion
y en la desinfeccién de semillas. Se le reconoce actividad secundaria sobre
huevos de acaros. Se aconseja alternar con otros fungicidas de distinto

grupo quimico.
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Figura II.11. Estructura de la carbendazima

Carbofurano

El carbofurano (2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-benzofuranilo-metilcarbamato) es
un pesticida ampliamente utilizado en todo el mundo para controlar
nematodos e insectos del suelo [101]. Se muestra su estructura en la
Figura II.12.

Su toxicidad es muy alta tanto en humanos como en aves, puesto que es un
potente inhibidor de la colinesterasa, uniéndose a residuos de serina [102].
Debido a su amplio uso, puede encontrarse como contaminante en el aire,

agua, suelo y alimentos.

Se recomienda su uso para los cultivos de algodoén, girasol, maiz, patata,
platanera, sorgo, remolacha azucarera, tabaco, tomate, ajos, brécol, coliflor

y cebolla.

MeNH —C™—O
Me

Me

Figura II.12. Estructura del carbofurano
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Métodos para la determinacion de benomilo, carbendazima vy

carbofurano

Benomilo. Debido a la inestabilidad del benomilo en disoluciones acuosas,
los métodos de andlisis desarrollados estan basados en la medida de su
principal producto de degradacion, la carbendazima [103]. Hay escasos
métodos que hayan determinado benomilo de forma directa. No obstante,
Singh et al. describieron mediante una serie de experiencias con distintos
medios acidos, unas condiciones en las que el benomilo permanecia estable
[104]. Esto permitia la posibilidad de analizarlo individualmente (sin previa

degradaciéon a carbendazima) y/o en presencia de carbendazima.

La mayoria de los métodos fluorimétricos descritos para la determinacién de
benomilo se han centrado basicamente en la determinacion de benomilo
como carbendazima [105]. Se han desarrollado varios métodos
espectrofluorimétricos para la determinacion de este pesticida [106-108],
incluyendo la espectrofluorimetria en fase soélida [81, 109-111]. La mayoria
de los métodos desarrollados para la determinacion de benomilo en
muestras de agua estan basados en HPLC con deteccion fluorescente [112],
y/o UV [113, 114] o por espectrometria de masas [115, 116].

Carbendazima. Debido a su fluorescencia nativa [117], se han desarrollado
un gran numero de métodos analiticos empleando esta caracteristica. Se ha
usado fluorescencia nativa en disolucion [118, 119], fluorescencia
sensibilizada con micelas [120] y la combinacién de micelas y ciclodextrinas
[121]. También se han desarrollado métodos para la determinacion de
carbendazima basados en quimioluminiscencia [122] vy técnicas
electroquimicas [123, 124]. Ademas se ha empleado cromatografia de
liguidos en fase reversa [125] (RP-HPLC) con deteccidon UV o fluorescencia
[112], cromatografia de liquidos con deteccion mediante espectrometria de
masas en tandem [115] y cromatografia capilar electrocinética micelar con
deteccion UV [126] (MEKC) para la determinacion de residuos de

carbendazima en aguas.



Sensores de flujo continuo con deteccion.../EuLocro J. LLORENT MARTINEZ 62

Carbofurano. La fluorescencia nativa del carbofurano ha sido empleada para
el desarrollo de algunos métodos analiticos en disolucidon empleando
métodos de calibracion multivariante para evitar la interferencia de otros
compuestos [127], asi como empleando ciclodextrinas para aumentar al
sensibilidad del método [128]. También se han desarrollado métodos
empleando inmunoensayos [101, 129] o técnicas electroquimicas [130]. De
igual forma, se han desarrollado un gran nimero de métodos empleando
HPLC con deteccidon fluorescente tras reaccidon derivatizadora post-columna
[131] o deteccién por espectrometria de masas [132-134]. Por ultimo, hay
que comentar un método cromatografico empleando UPLC con deteccidn

mediante espectrometria de masas en tandem [135].

Para la determinacién simultanea de carbofurano, carbendazima y benomilo
se ha empleado la cromatografia de liquidos con deteccidn por

espectrometria de masas [116, 136, 137].

Fuberidazol

El fuberidazol (2-(2-furil)-bencimidazol) es un fungicida de la familia de
los bencimidazoles (Figura II.13). Es un fungicida de amplio espectro con
actividad frente a una gran variedad de hongos. Se usa para el tratamiento
de semillas contra enfermedades causadas por los hongos del género
Fusarium (Fusarium nivale en centeno y F. culmorum en guisante). Se suele

comercializar en productos que también contienen bitertanol e imidacloprid.
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Figura II1.13. Estructura del fuberidazol

Ortofenilfenol

El ortofenilfenol es otro fungicida muy usado para tratamiento post-
recoleccion de citricos y otras frutas. Su uso estad centrado en el control
preventivo de podredumbres de almacén de origen flngico. Son frecuentes
las formulaciones que contienen la sal sddica (ortofenilfenolato sddico)
asociada a imazalil o tiabendazol junto con «ceras» o resina de cumarona
indeno, formando liquidos solubles, soluciones detergentes, emulsiones

cera-agua o emulsiones cera-disolvente.

OH

Figura II1.14. Estructura del ortofenilfenol

Las asociaciones de ortofenilfenol con «ceras» y/o resinas (de coniferas,
cumarona indeno, etc.), han sido desarrolladas para su empleo en el
tratamiento post-recoleccidon de frutos citricos con el fin de protegerlos de

las podredumbres de almacén de origen fungico (aspergilliosis, diplodiosis,
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peniciliosis, etc.), retrasar su envejecimiento, evitar pérdidas de peso por
reduccién de la respiracion y transpiracion y mejorar su aspecto por
aumento del brillo. Las emulsiones cera-agua y cera-disolvente son de
aplicacion directa, mediante aparatos pulverizadores adecuados seguidos de
maquina de cepillos, mientras que los liquidos solubles estan indicados en el
sistema de inmersion en balsa; los formulados que contienen detergentes
pueden ser aplicados mediante maquinas de espuma y por inmersién en

balsa.

Métodos para la determinacion de fuberidazol y orto-fenilfenol

Fuberidazol: El fuberidazol presenta fluorescencia nativa. Para su
determinacion se han desarrollado métodos espectroscépicos empleado
espectrofotometria de absorcion molecular [138], fluorescencia en
disolucién [118, 139, 140] o empleando ciclodextrinas [141] vy
fosforescencia inducida por atomos pesados [142]. También se han
desarrollado métodos empleando cromatografia de gases con deteccién por

espectrometria de masas [143] o HPLC con deteccién fluorescente [112].

Orto-fenilfenol: Este analito también presenta fluorescencia nativa. Se han
descrito varios métodos para su determinacion basados en HPLC con
deteccidon fluorescente [144], electroquimica [145] y por espectrometria de
masas [146, 147]. También se ha empleado la fosforimetria en papel [148] y
la espectrofluorimetria en fase sélida [149,150].

Para la determinacién conjunta de fuberidazol y orto-fenilfenol se ha
empleado la cromatografia de gases con deteccidn por espectrometria de
masas [151, 152].

Bitertanol

El bitertanol (B-(1,1'-bifenilo)-4-iloxi-a-(1,1-dimetiletil)-1H-1, 2, 4-triazol-1-

etanol) es un fungicida sistémico de la familia de los triazoles. Se usa para
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la proteccién de diferentes cultivos, pero principalmente para el control de
Sigatoca en plantaciones de platanos. El limite maximo permitido en

platanos es de 3 mg kg™ [153]

Figura II1.15. Estructura del bitertanol

Métodos para la determinacion de bitertanol

Para la determinacidon del bitertanol se han desarrollado métodos de
cromatografia liquida con deteccién fluorescente [154] y, principalmente,
espectrometria de masas [155-159]. También se ha empleado la
cromatografia de gases con deteccion por espectrometria de masas [160-
163].

5.2 Principios activos

Norfloxacino

El norfloxacino (acido 1- etil — 6 fluor - 1, 4 - dihidro - 4 - oxo - 7 - (1 -

piperazinil) - 3 - quinolin carboxilico) es un farmaco que pertenece a la

segunda generacién de los antibidticos denominados quinolonas, las

fluoroguinolonas. Estos antibidticos se caracterizan por tener un amplio
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espectro antimicrobial, y han demostrado una excelente actividad en el
tratamiento de bacterias tanto Gram negativas como Gram positivas. El
norfloxacino se emplea principalmente en el tratamiento de infecciones del
tracto urinario [164]. La estructura del norfloxacino se muestra en la Figura
I1.16.

Et

[0

CO2H
F

Figura II.16. Estructura del norfloxacino

El esqueleto comun de las fluoroquinolonas es 4-oxo-1, 4- dihidroquinolina,
donde la unidad farmacoldgica consiste en un anillo de piridona con un
grupo carboxilico, un grupo piperazinil y un atomo de flUor situados en las
posiciones 3, 7 y 6 respectivamente. Su accidon bacteriana resulta de la
interferencia con la enzima ADN-girasa, necesaria para la sintesis del ADN
bacteriano [165].

Métodos para la determinacion de norfloxacino

Debido a su fluorescencia nativa, diversos métodos han hecho uso de esta
caracteristica para la determinaciéon del norfloxacino, ya sea empleando
surfactantes [166, 167] o la espectrofluorimetria en fase sodlida [168].
Ademas de la fluorescencia nativa, también se ha hecho uso de la formacién
de quelatos fluorescentes empleando iones metdlicos como zirconio,
molibdeno, vanadio o tungsteno [169]. También se ha hecho uso de otras
técnicas de deteccién luminiscentes, como la quimioluminiscencia [170-172]

o la luminiscencia sensibilizada por lantanido [173, 174].
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Ademas de los métodos anteriormente comentados, se han
desarrollado un gran numero de trabajos empleando HPLC con deteccién
fluorescente [175, 176], quimioluminiscente [177] o por espectrometria de
masas [178-181].

Furosemida

La furosemida (acido 2-furfurilamino-4-cloro-5-sulfamoilbenzoico) es un
derivado del acido antranilico. Pertenece a la clase de los diuréticos de asa;
actla en la parte ascendente del asa de Henle, interfiriendo en el
mecanismo de intercambio de iones de sodio, potasio y cloro. Ademas,
posee capacidad inhibidora de la actividad de la anhidrasa carbdnica. Su

estructura se muestra a continuacion.

CO,H

o

@—cnz—NH |°|
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Figura II1.17. Estructura de la furosemida.

Triamtereno

El triamtereno (6-fenil-2, 4, 7-triaminoteridina) es un diurético suave, de la
familia denominada ahorradores de potasio. Actla directamente en las
células del tubulo distal, aumentando la excrecion del sodio y disminuyendo

la eliminacion del potasio.
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Figura II1.18. Estructura del triamtereno

El triamtereno por si solo es relativamente ineficiente como hipertensivo; de
ahi que normalmente se asocie con otro diurético mas potente (como una
tiazida o un derivado del acido antranilico). Por tanto, el uso conjunto de
furosemida y triamtereno proporciona este efecto sinérgico en la accion
diurético e hipertensiva de estas drogas, haciendo su uso conjunto bastante
habitual [182].

Determinacion de furosemida y triamtereno

Para la determinacion de furosemida se han empleado una gran variedad de
técnicas de deteccion: Fluorescencia [183], Iuminiscencia sensibilizada por
lantanido [184], quimioluminiscencia [185, 186], espectrofotometria [187-
189] y deteccion electroquimica [190]. Ademas se han desarrollado
métodos empleando HPLC con deteccion fluorescente [175, 191, 192],
espectrofotométrica [193] o por espectrometria de masas [194, 195].
También se ha empleado la electroforesis capilar con deteccion por

espectrometria de masas [196].

En el caso del triamtereno, se ha empleado deteccidon fluorescente tanto en
disolucion, usando calibracién multivariante [197], como en fase sdlida
[198, 199]. También se ha empleado la espectrofotometria con calibracién
multivariante [200, 201] y deteccidon electroquimica [202]. También se ha
empleado deteccién por espectrometria de masas tras un sistema de HPLC
[203].
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Debido al gran uso de esta combinacién de principios activos, se ha
desarrollado un gran niumero de métodos para la determinacién de ambos
principios activos. Aunque hay alguna excepcién, como es un método por
deteccion fluorescente en disolucidon [182], en la mayor parte de los casos
los métodos implican separacion por HPLC con deteccidon por espectrometria
de masas [194, 203, 204] o cromatografia liquid micelar con deteccién
espectrofotométrica [205, 206]. Por ultimo hay que destacar un método
basado en electroforesis capilar con deteccidon por espectrometria de masas
[207].

Acido pipemidico

El acido pipemidico (acido 8-etil-5, 8-dihidro-5-o0x0-2- (1- piperazinil) pirido
[2,3-d] pirimidina-6-carboxilico) es una quinolona sintética, empleada como
agente antibacterial. Las propiedades antibacterianas de las quinolonas se
asocian a su capacidad para inhibir la topoisomerasa II (ADN girasa) de las
bacterias, con un tipo diferente de accién dependiendo de la estructura de
la quinolona. El acido pipemidico se emplea de forma frecuente para el
tratamiento de enfermedades del tracto urinario, mostrando una gran
actividad frente a las bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas.

Su estructura se muestra a continuacion.

HO »C

Figura I1.19. Estructura del acido pipemidico
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Se han desarrollado diversos métodos para la determinacidon de este analito
tanto en fdrmacos como en fluidos bioldgicos. Se ha desarrollado un método
espectrofotométrico tras reaccion con Fe (III) [[208], asi como diversos
métodos luminiscentes: Determinacion fluorescente nativa [209, 210] o tras
complejacidn con ligandos [211], deteccién quimioluminiscente [212, 213] y
deteccidon luminiscente sensibilizada por lantanido empleando europio [214]
o terbio [215].

También se ha desarrollado un método empleando HPLC con detecciéon UV y
fluorescente [176], asi como métodos de electroforesis capilar con

deteccidn amperométrica [216], o espectrofotométrica [217].

Acido salicilico

El efecto medicinal de la corteza del sauce y otras plantas se conoce desde
hace siglos en varias culturas. El ingrediente activo de la corteza de sauce es
un glucésido amargo llamado salicilina, aislado por primera vez en forma pura
por Leroux en 1829. Por hidrodlisis, la salicilina libera glucosa y alcohol
salicilico; este Ultimo puede ser convertido en acido salicilico tanto in vivo
como por manipulacién quimica y también se prepard con aceite de gaulteria

y de extractos de otras plantas, incluso Spirala ulmaria.

El enorme éxito de este compuesto llegd de la mano de Hoffman, un quimico
empleado por Bayer, que sintetizd acido acetilsalicilico basado en el trabajo
previo de Gerhardt de 1853, en olvido. La demostracidn de sus efectos
antiinflamatorios, le valieron para ser introducido en medicina por Dreser en
1899 bajo el nombre de aspirina, motivado por la especie vegetal Spirea de la
cual se prepard por primera vez el acido salicilico. Los salicilatos sintéticos
desplazaron rapidamente a los de origen natural, mas costosos. A pesar de la
introduccién de muchas drogas nuevas, la aspirina (acido acetilsalicilico) sigue
siendo probablemente el agente analgésico-antipirético y antiinflamatorio mas

empleado, y es la norma de comparacion y evaluacién de los demas.
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El acido salicilico (acido ortohidroxibenzoico) es tan irritante que sélo puede
usarse externamente, y por ello varios derivados de este acido se han
sintetizado para el uso sistémico, que son los Salicilatos. Estos forman dos
grandes clases que son los ésteres del acido salicilico, obtenidos por
sustitucion en el grupo carboxilo, y los ésteres de salicilato de &acidos
organicos, en los que el grupo carboxilo del acido salicilico se conserva y la
sustitucion se hace en el grupo OH. Por ejemplo, la aspirina es un éster del
acido acético. Los salicilatos actian normalmente en virtud de su contenido en

acido salicilico.

COoH

OH

Figura II.20. Estructura del acido salicilico

Determinacion de acido salicilico

Debido a la gran importancia de este principio activo, se han desarrollado
numerosos métodos de analisis, empleando como técnicas de deteccion la
espectrofotometria [218, 219], la fluorescencia [220, 221], la
quimioluminiscencia [222, 223] o la luminiscencia sensibilizada por lantanido
[27, 224].

También se han desarrollado métodos empleando HPLC con deteccion
fluorescente [225], quimioluminiscente [226, 227] y usando espectrometria
de masas [228, 229]. De igual forma, se ha empleado la electroforesis capilar

con deteccion fluorescente [230].
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Labetalol

El hidrocloruro de labetalol (hidrocloruro de 5-[1-hidroxi-2-(1-metil-3-
fenilpropilamino) etil] salicilamida) es un bloqueador adrenérgico con efecto
leve de bloqueo alfa-1 y predominantemente bloqueador beta. La proporcién
de bloqueo alfa:beta es de 1:7 por via intravenosa y 1:3 por via oral. También
inhibe la captacién neuronal de noradrenalina. El labetalol produce reduccién
en la presion arterial sin haber taquicardia compensatoria o refleja y sin
presentar bradicardia. El bloqueo beta-2 que produce puede propiciar
broncoconstriccién en pacientes con antecedentes de broncoespasmo. El flujo
sanguineo cerebral y la presion intracraneana permanecen inalterados. Se

emplea, ademas, para inducir hipotension durante intervenciones quirdrgicas.

OH Me

CH—CH,— NH—CH—CH,— CH,—Ph

HO

C—NH »

Figura II1.21. Estructura del labetalol

Cuando se administra por via intravenosa, se administran 0.25 mg/kg,
dosificandolos hasta obtener respuesta antihipertensiva. El efecto maximo se
obtiene entre 5 y 15 minutos tras su administracién, durando el efecto hasta

las 4 horas aproximadamente.

En el caso de administrarse por via oral, se administra en dosis de 100-400
mg dos veces al dia. El efecto maximo se produce a partir de la hora de

administracién, obteniéndose una biodisponibilidad del 20 al 40%, vy
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continuando el efecto hasta unas 8 horas aproximadamente desde la

administracion.

Determinacion de labetalol

Se han descrito diferentes metodologias analiticas para determinar labetalol
tanto en farmacos como en fluidos biolégicos, empleando
espectrofotometria [231], fluorescencia [232], técnicas electroquimicas
[233] o cromatografia liquida con deteccién espectrofotométrica [234],
amperométrica [235] o por espectrometria de masas [236, 237, 238].
También se han descrito trabajos empleando la cromatografia de gases con
deteccidn por espectrometria de masas [239, 240]. De igual forma, se ha
empleado la electroforesis capilar adicionando beta-ciclodextrinas sulfatadas
como selectores quirales [240] o empleando polimeros micelares basados

en los aminoacidos leucina e isoleucina [241].

Paracetamol

El paracetamol, o acetaminofén, es un compuesto con propiedades
analgésicas, sin propiedades antiinflamatorias clinicamente significativas.
Actia inhibiendo la sintesis de prostaglandinas, mediadores celulares
responsables de la aparicién del dolor. Ademas, tiene efectos antipiréticos.
En la actualidad es uno de los analgésicos mas utilizados al ser bastante
seguro y no interactuar con la gran mayoria de los medicamentos; por
tanto, se usa normalmente para el alivio de la fiebre, dolor de cabeza y

otros dolores menores. Su estructura se muestra en la Figura I1.22.
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NHAc

HO

Figura II1.22. Estructura del paracetamol

El paracetamol se metaboliza principalmente en el higado, donde la mayor
parte se convierte en compuestos inactivos por formacion de sulfatos y
glucuronida, y posteriormente es excretado por los rifiones. Sélo una
pequefia proporcidn se metaboliza mediante el sistema enzimatico del

citocromo P-450 en el higado.

Los efectos hepatotoxicos del paracetamol se deben a un metabolito
alquilado menor, la imina N-acetil-p-benzoquinona, que reacciona con
grupos sulfhidrilo. En dosis normales, es neutralizado rapidamente
combindndolo irreversiblemente con el grupo sulfhidrilo del glutation, para

producir un conjugado no toxico que es excretado por los rifilones.

Administrados en dosis adecuadas, el paracetamol es un farmaco muy
seguro. Sin embargo, una sobredosis de paracetamol (dosis superior a 10
gramos en el caso de adultos) puede producir dafios importantes en el
higado, incrementados aln mas si se consume alcohol. El higado, cuando
esta metabolizando el alcohol, no puede metabolizar simultdneamente el
paracetamol, aumentando asi el riesgo de hepatotoxicidad. El acetaminofén
carece de efectos sobre el sistema de la ciclooxigenasa; por lo tanto, no
tiene efectos negativos sobre el eséfago, estdmago, intestino delgado o

intestino grueso.
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Determinaciéon de paracetamol

Debido a la gran importancia de este principio activo, se han desarrollado
un gran numero de métodos analiticos para su determinacién. El empleo de
la espectrofotometria UV-Visible como técnica de deteccién es comun en la
determinacion de principios activos de farmacos, y en el caso del
paracetamol no es una excepcion. Sin embargo, la medida directa del
paracetamol no es posible por el solapamiento espectral que existe debido a
otros compuestos que aparecen conjuntamente en los farmacos con el
paracetamol y que también absorben en la regién ultravioleta del espectro.
Por tanto, se han empleado distintas estrategias para evitar este
inconveniente, como el empleo de reacciones derivatizadoras [242, 243],
tratamientos matematicos [244-246] o empleo de un optosensor en flujo
continuo [247, 248]. También se ha empleado la fluorescencia tras
reaccion derivatizadora [249] o empleando tratamiento estadistico [250].
Ademas, se pueden destacar métodos que emplean FTIR [251] y técnicas

de deteccion electroquimicas [252, 253].

Por otra parte, también se han desarrollado diferentes métodos
cromatograficos con distintas técnicas de deteccién: cromatografia liquida
con deteccién espectrofotométrica [254] o por espectrometria de masas
[255, 256]; cromatografia de gases-espectrometria de masas [257, 258];
electroforesis  capilar con  deteccidn  espectrofotométrica  [259],

amperométrica [260] o por espectrometria de masas [261].

Acido ascérbico

El acido ascérbico es una vitamina esencial para el organismo, también
denominada vitamina C, que se oxida de modo reversible hacia acido
deshidroascérbico. Es soluble en agua y se oxida con facilidad en disolucién,
especialmente expuesta al calor, acelerandose en presencia de hierro, cobre
o pH alcalino. Se le dio el nombre quimico de acido ascérbico para designar

su funcion preventiva del escorbuto.



Sensores de flujo continuo con deteccion.../EuLocro J. LLORENT MARTINEZ 76

Figura II.23. Estructura del dcido ascérbico

El acido ascérbico puede ser sintetizado a partir de glucosa y galactosa por
las plantas y muchos mamiferos, pero no por el hombre, ya que carece de
la enzima hepatica necesaria para convertir L-gulonolactona en &cido L-
ascoérbico. Por lo tanto, tiene que tomarlo de los alimentos que lo contienen,
siendo las mejores fuentes frutas y vegetales. Se absorbe en el intestino en
un 90%.

El acido ascorbico tiene multiples funciones como coenzima o cofactor.
Tiene una potente funcidon antioxidante, protegiendo al organismo de los
“radicales libres”. Participa en la hidroxilacién de la prolina para formar
hidroxiprolina en la sintesis de coldgeno, en la sintesis de hormonas
esteroideas, en el metabolismo de lipidos y de algunos farmacos vy
aumentala absorcion de hierro cuando ambos se ingieren juntos. También
interviene en numerosas reacciones enzimaticas y, concretamente, en el
transporte del hierro desde la transferrina plasmatica a la ferritina del
interior de los érganos. Es esencial para la oxidacion de ciertos aminoacidos
(fenilalanina y tirosina), en el metabolismo del triptéfano y en la sintesis de
noradrenalina. Tiene influencia sobre la actividad de los leucocitos,
macrofagos, respuesta inmune y reacciones alérgicas. Ayuda en el
desarrollo de dientes y encias sanos, asi como en la cicatrizacién de heridas
y fracturas.

Es una vitamina que se debe consumir diariamente, ya que no es liposoluble
Yy ho se puede almacenar para uso posterior, aunque las recomendaciones

especificas dependen de la edad, género y otros factores (como puede ser
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el embarazo). Se elimina a las tres horas de ingerirla, por lo que debe
tomarse varias veces al dia.

La deficiencia grave de vitamina C produce el escorbuto; sus sintomas son
hiperqueratosis folicular, tumefaccion e inflamacién gingival, hemorragia en
las encias, aflojamiento de los dientes, resequedad de la boca y los ojos,
pérdida de pelo y piel seca, incluso conducir a la muerte. Por la deficiencia
de colageno, las heridas no cicatrizan, siendo ademas comunes alteraciones
neuroticas.

Ademas de su participacion en la nutricién, el acido ascérbico suele
emplearse como un antioxidante para proteger el sabor y color naturales de

muchos alimentos, como fruta procesada, verduras y productos lacteos.

Determinacion de acido ascorbico

Debido a su gran importancia como vitamina fundamental para el
organismo, se han descrito un gran nimero de métodos de determinacion
hasta la fecha. En los Ultimos afios se han desarrollado numerosos trabajos
empleando, principalmente, técnicas de deteccién electroquimicas [262-
265].

También se han desarrollado métodos espectrofotométricos. Sin embargo,
la determinacion de este compuesto por medida directa de su absorbancia
en la regiéon UV es muy dificil de realizar, ya que normalmente se encuentra
asociado a otras sustancias que también absorben en esta zona. Se han
empleado reactivos que reaccionen con el acido ascérbico y den lugar a
productos que absorben a otra longitud de onda, evitando el solapamiento
espectral con los posibles interferentes [266-268]; otra estrategias han sido
el desarrollo de un optosensor en flujo continuo [269] o una extraccién en
fase solida on-line [270]. También se han descrito métodos que emplean
diferentes reactivo para producir compuestos fluorescentes y eliminar las
posibles interferencias en la determinacion de la vitamina C [271, 272]. Por

ultimo, se han empleado tanto la cromatografia liquida con deteccion por
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espectrometria de masas [273], como la electroforesis capilar con

deteccidn electroquimica [274-276].
Riboflavina
La riboflavina, o vitamina B,, es una vitamina hidrosoluble de color amarillo

constituida por un anillo complejo de isoaloxacina al que se une el ribitol, un

alcohol derivado de la ribosa.

Me

HO

Figura I1.24. Estructura de la riboflavina

La riboflavina se halla mayoritariamente combinada formando parte de dos
coenzimas, el flavin adenin dinucleétido (FAD) y el flavin mononucleétido
(FMN), denominados comunmente coenzimas flavinicos, y como tales
intervienen en los procesos enzimaticos relacionados con la respiracion
celular: reacciones de o6xido-reduccion de los glucidos (ciclo de Krebs) y

acidos grasos (beta-oxidacion).

La riboflavina es necesaria para la integridad de la piel, las mucosas y por
su actividad oxigenadora de la cérnea, imprescindible para la buena vision.

Su presencia se hace mas necesaria cuantas mas calorias incorpore la dieta.



Sensores de flujo continuo con deteccion.../EuLocro J. LLORENT MARTINEZ 79

Sus fuentes naturales son las carnes y lacteos, cereales, levaduras y

vegetales verdes.

Su carencia genera trastornos oculares, bucales y cutdneos, cicatrizacion
lenta y fatiga. La carencia de vitamina B, puede ser causada por regimenes
no equilibrados, alcoholismo crénico, diabetes, hipertiroidismo, exceso de
actividad fisica, estados febriles prolongados, lactancia artificial, estrés,

calor intenso y el uso de algunas drogas.

Las necesidades diarias de riboflavina son de 1.5 y 1.7 miligramos para
ninos y adultos respectivamente. Por otra parte, esta vitamina no es
almacenada por el organismo, por lo que el exceso de consumo se elimina

por via urinaria.

Es una vitamina sensible a la luz solar y a ciertos tratamientos, como la
pasteurizacidn, proceso que hace perder el 20% de su contenido. La Unién

Europea permite su empleo como aditivo alimentario.

Determinacion de riboflavina

Se han desarrollado métodos espectrofotométricos para la determinacion de
riboflavina; sin embargo, al igual que con los anteriores analitos, se
emplean distintas estrategias por el problema del solapamiento espectral,
como son reacciones derivatizadoras [277] o tratamientos matematicos
[278-280]. Otros métodos se han basado en la medida de la fluorescencia
de la vitamina en disolucion [281] sobre un soporte sdlido [282], su senal
en la regidon NIR y tratamientos matematicos [279] o la reaccién

quimioluminiscentes empleados distintos reactivos [283, 284].

Por otra parte, destacar el desarrollo de métodos empleando cromatografia
de liquidos con deteccién fluorescente [285], quimioluminiscente [286] o

por espectrometria de masas [273, 287] asi como de métodos de
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electroforesis capilar, en los que se han empleado métodos de deteccidn
fluorescentes [288, 289] y quimolumiscentes [290].

Piridoxina

La piridoxina, junto con el piridoxal y la piridoxamina, es uno de los tres
compuestos que forman la denominada vitamina Bg. Se basa en un anillo de
piridina, con sustituyentes hidroxilo, metilo e hidroximetilo. La vitamina B
es una vitamina hidrosoluble que se elimina por la orina y hay que reponer

diariamente.

N Me
e
NS
HO —CH » OH
CH 2 —OH

Figura II1.25. Estructura de la piridoxina.

La piridoxina ayude al mantenimiento del equilibrio de sodio y postasio en el
organismo, asi como es vital para la formacion de gldbulos rojos. Favorece
la salud cardiovascular disminuyendo la formacién de homocisteina. La
piridoxina se transforma en el higado a fosfato de piridoxal, que circula en
el plasma unido a la albumina. El fosfato de piridoxal actia como coenzima
en varias transformaciones metabdlicas de los aminoacidos. Debido a ser
precursor del fosfato de piridoxal, la piridoxina interviene en la sintesis de
los neurotransmisores siguientes: acido gammaaminobutirico, dopamina,

serotonina, dopamina, noradrenalina y adrenalina.

La piridoxina se encuentra en la yema de los huevos, las carnes, el higado,
el rindn, los pescados, los lacteos, granos integrales, levaduras y frutas

secas. La vitamina B¢ es muy fragil en lo que respecta a la conservacion de



Sensores de flujo continuo con deteccion.../EuLocro J. LLORENT MARTINEZ 81

los alimentos. Los congelados disminuyen su contenido en un 40%, las

conservas en un 45% y la molienda de cereales lo disminuye en un 70%.

La carencia de vitamina B¢ es muy rara debida a su abundancia, pero su
carencia se puede ver reflejada en anemia, fatiga, depresion, disfunciones
nerviosas, pseudoseborreas, boqueras, vértigo, conjuntivitis, nauseas y
vomitos. Su carencia se puede producir por el consumo de ciertas drogas,
mayor demanda metabdlica durante el embarazo, errores del metabolismo

0 por consumo excesivo de proteinas.

Su ingesta por vias suplementarias en forma inadecuada puede llevar a
reacciones como somnolencia y adormecimiento de miembros. Los
requerimientos diarios promedio de vitamina Bg son de 0.5 mg para nifios y

1.6 mg para adultos.

Determinacion de piridoxina

La determinacidn de piridoxina por espectrofotometria conlleva el problema
de la existencia de interferencias espectrales por parte de otros compuestos
presentes en la matriz. Por ello, se han descrito métodos que hacen uso de
tratamientos estadisticos [291- 293] o el empleo de un soporte sélido para
fijar la piridoxina [294, 295] y eliminar dichos interferentes. En el caso de
realizar la determinacién de la piridoxina por métodos fluorescentes, se
requiere, de igual forma, eliminar la interferencia de posibles interferentes.
Para ello se han llevado a cabo, fundamentalmente, tratamientos
matematicos [293, 296]. Recientemente se ha descrito un método que

emplea deteccion potenciométrica [297].

En el caso de la cromatografia liquida, se han empleado como técnicas de
deteccidn la espectrofotometria [298, 299], la fluorescencia [300, 301] y la
espectrometria de masas [273, 287]. También se ha descrito un método de
cromatografia de gases empleando la espectrometria de masas como

técnica de deteccién [302]. Por ultimo, se han desarrollado diversos
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métodos empleando electroforesis capilar con deteccién espectrofotométrica
[303, 304], fluorescente [289] o espectrométrica de masas empleando

resonancia de ion ciclotrén por transformada de Fourier [305].



Objetivos
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I1. Objetivos

El objetivo general del presente trabajo es el desarrollo y aplicaciéon de
nuevos enfoques y estrategias tendentes a incrementar la potencialidad,
versatilidad y aplicabilidad de los optosensores luminiscentes basados en el
empleo de soportes sensores comerciales ubicados en el interior de células
de flujo convencionales tanto para fluorimetria como para espectroscopia

UV-Visible (caso de sensores quimioluminiscentes).

Se prestara especial atencion a los siguientes aspectos:

- Explorar la potencialidad de la implementacion del principio de los
optosensores con el de la multiconmutacidn, que aportard mayor
automatizacion, reproducibilidad y menor consumo de reactivos vy
muestra. De igual forma, se pretende emplear el andlisis por
inyeccion secuencial (SIA), que también proporcionaria las
caracteristicas anteriormente mencionadas de la multiconmutacion,
proporcionando ademas mayor robustez al sistema.

- Implementar nuevas estrategias basadas en deteccién luminiscente,
no empleadas hasta la fecha de comienzo de esta Memoria, en el
desarrollo de optosensores en flujo continuo. De esta forma, se
intentard conseqguir desarrollar métodos mas sensibles, selectivos y
que requieran el empleo del menor nimero posible de reactivos.

- Aplicar los optosensores desarrollados a matrices complejas, como
pueden ser alimentos o fluidos biolégicos. Para ello se llevara a cabo
el tratamiento de la muestra que sea necesario previamente al

analisis.

Este trabajo pretende, por tanto, contribuir al desarrollo de métodos
analiticos sencillos, que ofrezcan caracteristicas analiticas atractivas en
términos de sensibilidad, selectividad, reproducibilidad, etc. y a su vez

resulten rapidos, econdmicos y versatiles, mostrando su aplicabilidad a
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muestras reales en diversos campos (control ambiental, industrial,

alimentario, clinico).

Parte del trabajo de esta Memoria se enmarca dentro de un proyecto de
investigacion financiado por el Ministerio de Educacién y Ciencia, "Aplicacion
de nuevas estrategias en el desarrollo de sensores espectroscdpicos
multiparametro en flujo continuo” (BQU-2002-02872; periodo de ejecucion
Noviembre 2002 - Abril 2006).



Antecedentes
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Ill. ANTECEDENTES

Los primeros optosensores en flujo descritos datan de mediados de los afios
ochenta y sus primeras aplicaciones estaban enfocadas fundamentalmente
a la determinacién espectrofotométrica de cationes inorganicos [306, 307] a
nivel de trazas utilizando reactivos cromogénicos. Después se desarrollaron
otros optosensores en flujo sencillos para la determinacion de analitos
organicos, como principios activos y pesticidas, que estaban basados en la
medida de una propiedad intrinseca del analito como su absorciéon UV o

fluorescencia [308].

En los Uultimos afios se han propuesto otras técnicas de deteccion
espectroscépicas, como la luminiscencia sensibilizada por lantanido [87],
quimioluminiscencia [309], fosforescencia [310], espectroscopia IR [29],
Raman [96] vy fluorescencia inducida fotoquimicamente (PIF) [82], aunque
la espectroscopia de absorcion molecular y la fluorescencia siguen siendo
las técnicas mas usadas. La siguiente figura ilustra la proporcion de uso de

cada una de estas técnicas de deteccion:

@ Fluorescencia inducida fotoquimicamente
@ Fluorescencia
O Espectroscopia UV-Visible

39.5%

O Quimioluminiscencia
B Luminiscencia sensibilizada por lantanido
B Espectroscopia Vibracional

Figura IV.1. Proporcidn (%) entre los distintos tipos de técnicas deteccion que se

utilizan en optosensores en flujo continuo.

El amplio rango de aplicacién de la espectroscopia de absorcidén molecular
ha hecho que sea, junto con la fluorescencia, la técnica de deteccion mas

utilizada en el desarrollo de sensores. La escasa selectividad que muestra
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esta regidon en sistemas en disolucion homogénea es su handicap mas
importante. No obstante, se consigue una considerable mejora en la
selectividad en los optosensores debido a la retencidon selectiva del analito
(o el producto de reaccién) sobre un soporte sélido, y a su consecuente

aislamiento de la matriz en la que se encuentra.

La fluorescencia molecular es también una técnica de deteccion
ampliamente utilizada. Esto se debe a que su alta selectividad y sensibilidad
se ven potenciadas por la preconcentracion y retencién selectiva del analito
(o producto de reaccion) sobre un soporte sdlido adecuado, presentando de
esta forma caracteristicas analiticas mas interesantes adn que la

espectroscopia de absorcidn molecular.

En los Ultimos afios el desarrollo de los optosensores en flujo ha tenido un
gran auge, siendo un area de investigacion muy prometedora conducente a
métodos analiticos simples y baratos, con caracteristicas analiticas muy
destacadas en relacion con los respectivos métodos espectroscdpicos
convencionales (sobre todo en sensibilidad y selectividad). El creciente
numero de trabajos publicados en las Uultimas décadas sobre desarrollo y
aplicaciones de este tipo de optosensores en flujo es un claro indice de la
vitalidad de esta area de investigacion. Prueba del gran desarrollo de esta
metodologia es el nimero creciente de publicaciones relativas a este tipo de
sistemas. Asi, mas de 100 articulos referentes a optosensores en flujo
continuo han sido publicados en los ultimos 5 afios (2003 - 2007). La Figura
IV.2. muestra la evolucidon del nUmero de optosensores descritos en revistas
del “Journal Citation Report” (JCR).
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N° de publicaciones

Figura IV.2. Publicaciones de optosensores en flujo continuo en revistas incluidas
en el “Journal Citation Report” en el periodo 1985-2007.

Por otra parte, son muchas y variadas las matrices en las que se ha llevado
a cabo la determinacién de diferentes especies mediante optosensores en

flujo. En la Figura IV.3. se recogen los datos de las aplicaciones mas

comunes en el periodo anteriormente citado.

Alimentos y
bebidas  Otros

Fluidos Farmacos

biologicos

Figura IV.3. Proporcién (%) entre los distintos tipos de matrices donde se llevan a
cabo las aplicaciones de los optosensores en flujo continuo.
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En el grafico anteriormente citado puede observarse como la gran mayoria
de las aplicaciones se han centrado en farmacos, fluidos bioldgicos y agua.
Las especies analizadas pertenecen a un abanico muy amplio de
compuestos, entre los que se pueden destacar cationes [97], preparados
farmacéuticos [74], pesticidas [81], contaminantes organicos [311],

aniones [312] y cationes [313] entre otros:

Otros Cationes
Aniones
Pesticidas
y otros
contaminantes L
38% Pr|n0|p|os
activos de
farmacos

Figura IV.4. Proporcidén (%) entre los distintos tipos de analitos que se determinan

en optosensores en flujo continuo.

La mayor parte de los optosensores en flujo descritos hasta la fecha son del
tipo monoparametro, es decir, responden sdlo a un determinado analito,
siendo escasos los optosensores multiparametro, también Ilamados
“multisensores”, que son aquellos que permiten la deteccién de mas de un
analito. La razén de esto es que su desarrollo es de mayor complejidad que
el de los sensores monoparametro. La determinacién de dos o mas analitos
sobre una misma muestra puede ser secuencial (varias inyecciones de
muestra) o simultanea (una sola inyeccion). En el caso de llevar a cabo una
sola inyeccion se puede usar un detector que permita multideteccion
simultdnea (como por ejemplo un detector de diodo array) o un tratamiento
guimiométrico de la sefal [314], o separar los analitos previamente a la
deteccidn, usando un soporte solido adicional antes del detector [248]. En

otros multisensores se realiza la determinacidon secuencial de los analitos,
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llevando a cabo tantas inyecciones de muestra como analitos se quieren
determinar [315].

Son muy escasos los multisensores descritos en bibliografia, pudiéndose

clasificarse segun se realice o no una separacién de los analitos previa a su

determinacion:

Multisensores sin secuenciacion temporal

Esta estrategia se emplea cuando los analitos no pueden separarse o
diferenciarse mediante un dispositivo de separacién en linea, antes de
alcanzar la zona sensora. En este caso, el bolo de muestra avanza
por la zona sensora haciéndose la adquisicidon espectral periddica a su
paso por el detector. Se emplea un sistema de ecuaciones a partir de
los datos registrados a distintas longitudes de onda, o bien calibracién
multivariante mediante regresién por minimos cuadrados parciales
(PLS) [314].

Multisensores con secuenciacién temporal

Esta modalidad se basa en la separacidon sucesiva en linea de los
analitos: uno alcanza el detector y desarrolla una senal transitoria,
mientras la(s) otra(s) especie(s) son retenidas fuertemente en una
precolumna, que puede encontrarse antes del detector [248] o bien
integrada en la propia célula de flujo, mediante una cantidad
adicional de soporte sdélido en la misma [81]. Después se hacen pasar
uno o varios eluyentes adicionales, que transportan las especias
retenidas en la precolumna hacia la zona sensora, y generan también
la correspondiente sefial transitoria en el detector. Obviamente, la
optimizacion de la longitud de la columna es fundamental para

conseguir la adecuada separacion.
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Multiconmutacioén para el desarrollo de optosensores

Las caracteristicas fundamentales de los sistemas basados en
multiconmutacion han sido apuntadas en el Capitulo II de esta Memoria. El
empleo de multiconmutacion para el desarrollo de métodos automaticos con
deteccién en disolucidon mediante técnicas espectroscopicas esta descrito en la
literatura [61, 62]. En cambio, el desarrollo de optosensores en flujo
empleando multiconmutacién ha sido descrito en un trabajo de nuestro grupo
en colaboraciéon con el grupo del Prof. De la Guardia de la Universidad de
Valencia [294]. En esta Memoria se ha continuado con esa linea de trabajo y
se han desarrollado cinco nuevos métodos basados en optosensores en flujo

empleando multiconmutacién.

Analisis por inyeccion secuencial para el desarrollo de optosensores

Las caracteristicas de los sistemas que emplean analisis por inyeccion
secuencial (SIA) han sido descritas anteriormente en el Capitulo II de esta
Memoria. La metodologia SIA se ha empleado anteriormente para el
desarrollo de optosensores con regeneracion de la fase sensora [317], su
empleo en el desarrollo de optosensores en flujo continuo sin regeneracién de
soporte sélido no ha sido empleado hasta la fecha. En esta Memoria se han
desarrollado cuatro optosensores empleando el analisis por inyeccidén
secuencial, empledndose en uno de ellos dos técnicas de deteccidén diferentes

para la determinacién de los analitos.



Discusion de resultados
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IV. DISCUSION CONJUNTA DE RESULTADOS

Esta Memoria presenta el desarrollo de once sensores, incluyendo sensores
mono, bi y multipardmetro, para la determinacion de analitos de interés
medioambiental, agroalimentario y farmacoldgico. El trabajo experimental
desarrollado en todos los casos tiene una base comun en el orden de
ejecucion de los estudios necesarios, sobre las variables y otros factores
que pueden afectar a los sistemas propuestos. A continuacién se expone un

resumen de los estudios realizados siguiendo ese mismo orden.

1. REACTIVOS E INSTRUMENTACION

Para todos los experimentos realizados en esta Memoria se usaron reactivos
de calidad “para analisis”, disolventes puros y agua desionizada. Las
disoluciones estandar de los analitos fueron preparadas disolviendo una
cantidad apropiada en metanol, etanol o agua desionizada segun las
caracteristicas concretas de cada analito. De igual forma, siempre se
emplearon precisiones de 0.1 mg en la pesada y material de vidrio
volumétrico para la preparacion de todas las disoluciones.

La instrumentacién utilizada en los trabajos propuestos es la tipica que se
requiere para el desarrollo de métodos de andlisis basados en sistemas de

flujo continuo (SIA, FIA y multiconmutacion):

1. Sistema de propulsion

2. Sistema de insercion de muestra y seleccion/manipulacién de
reactivos

3. Sistema de transporte (y reaccion)

4. Sistema de deteccion
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Sistema de propulsidn

En todos los métodos desarrollados con sistemas de valvulas rotatorias y
valvulas solenoides se empled una bomba peristaltica de cuatro canales
“Gilson Minipuls 3" (Villiers Le Bel (Francia)), que consta de un tambor y
una serie de rodillos que comprimen unos tubos flexibles a través de los
cuales circula el flujo del sistema. Esta bomba tiene control de velocidad
para seleccionar el flujo de los canales y proporciona un flujo libre de
pulsos. Ver Figura I1.4 (Seccidén 2.2).

Para los métodos SIA desarrollados, se usaron dos sistemas de propulsiéon

diferentes:

A. Para los sensores desarrollados para paracetamol y labetalol se usé
un equipo comercial FIAlab® 3500 (FIAlab® Instruments, USA) que
disponia de una bomba con pistén y jeringa (capacidad de 5 ml). La
bomba impulsora se controlaba por medio de la ultima version del
programa FIAlab para Windows.

B. Para el resto de sensores: Una bomba Cavro XP 3000 (Cavro
Scientific Instrument, Sunnyvale, California, USA) compuesta por un
pistdn y una jeringa con una capacidad de 5 ml. Por medio del pistdn
se aspiran o impulsan las disoluciones requeridas (los procesos se
controlaban por ordenador mediante el software para Windows

Sagittarius version 3.0.25, desarrollado en la Universidad de Viena).

Sistemas de insercion de muestra y seleccion/manipulacion de

reactivos

A) Para el montaje de los sistemas FIA convencionales se usaron valvulas
rotatorias de seis vias “"Rheodyne 50” (Cotati, EE.UU) (5041 y 5020). Las
valvulas van conectadas de diferente forma segin actien como sistema de
insercion de muestra o permitiendo la seleccion entre dos disoluciones

(portador y eluyente).
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La valvula de inyeccion tiene dos posiciones, llenado e inyeccion. En la
primera se llena el bucle de muestra y en la segunda posicién lo inserta en
el seno de la corriente de portador, como se mostré en la Figura II.5
(Seccion 2.2).

Por otra parte, la valvula rotatoria conectada como valvula de seleccion
permite elegir generalmente entre las corrientes de portador y eluyente. Un

esquema se muestra en la Figura V.1.

Detector Detector
Portador 2 6 Eluyente

Portador 2 6 Eluyente

Portador 1 Portador 1

Desecho Desecho Desecho

Posicion de portador 1 Posicion de portador 2 6 Eluyente

Figura V.1. Esquema de una valvula rotatoria conectada como valvula de seleccion

B) En el caso de los sistemas basados en “multiconmutacion”, la insercion
de muestra y manipulacidon de reactivos se lleva a cabo mediante el empleo
de valvulas solenoide de tres vias NResearch 161T031 Standard 3w
(Neptuno Research, MA, USA) que estan conectadas de forma apropiada
para llevar a cabo las distintas etapas (insercién de muestra, elucién de la
especie de interés, re-acondicionamiento de la zona sensora, etc)

establecidas en el método.
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Figura V.2. Fotografia de valvulas solenoide de tres vias.

Estas valvulas de tres vias tienen dos posiciones: “ON” y “OFF”. Segun las
disoluciones se aspiren o impulsen, las valvulas presentaran dos entradas y
una salida o una entrada y dos salidas. El esquema para el caso de impulsar
las disoluciones (usado en el desarrollo de todos los sistemas aqui
descritos) puede observarse en la Figura I1.8 (Seccion 3.2). Las valvulas se
controlan mediante el software a través de una interfase RS232 via puerto
paralelo. Dicha interfase permite el control de hasta 8 valvulas, merced a un
circuito integrado ULM 2803. La corriente de alimentacion de cada valvula
(100 mA) es proporcionada por una pequefia fuente de alimentacion de

corriente continua de 12 Vy 1A.

El ciclo de apertura y cierre de las valvulas solenoide que se emplean en
cada sistema es programado a través de un software elaborado por nuestro

grupo de investigacidon en colaboracion con D. Javier Molina Magania.

C) En el caso de los sistemas SIA desarrollados se usaron dos sistemas

diferentes:
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C.1) El equipo comercial FIAlab® 3500 anteriormente descrito, que
disponia de una valvula multiposicion Cheminert de 8 vias ((Valco
Instrument Co. Inc., Houston, Texas, USA) para los sensores de
paracetamol y labetalol. Este equipo se controlaba por medio de la ultima

version del program FIAlab para Windows.

Figura V.3. Fotografia del equipo FIAlab® 3500.

C.2.) Una valvula multiposicén de 10 vias de Valco (Valco Instruments Co.
Inc., Houston, Texas, USA) para el resto de sensores. La valvula se
controlaba por medio del software Sagittarius version 3.0.25 (bajo sistema
Windows) desarrollado en la Universidad de Viena. En la Figura V.4. puede
observarse una fotografia de dicha valvula junto con la bomba de pistén
Cavro XP 3000 .
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Figura V. 4. Fotografia del sistema SIA compuesto por una valvula multiposicién

de diez vias Valco y una bomba Cavro XP 3000.

Sistema de transporte

En todas las configuraciones se usaron tubos de teflon de 0.8 mm de
didmetro interno como sistema de transporte. Las uniones se realizaron con

conectores tipo OMNIFIT.

En el caso de los sistemas FIA desarrollados (ya sea usando valvulas
rotatorias o solenoides) los tubos de bomba de silicona utilizados fueron de
dos tipos, dependiendo del tipo de disolucién portadora empleada. En los
casos en los que los portadores eran disoluciones acuosas, se utilizaron
tubos Kendall de diametro interno 0.051 pulgadas. Sin embargo, cuando se
emplearon disolventes organicos (metanol) como portador se utilizaron

tubos de teflén Elkay con el mismo diametro interno.

Sistema de separacion: En los casos en los que hay que realizar una
separaciéon de una mezcla de analitos, es necesario introducir un elemento
adicional en el sistema de transporte para conseguir este objetivo, como es

el caso del sensor desarrollado para la determinacion de una mezcla de tres
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pesticidas (carbendazima, carborfurano y benomilo); se empleé una
precolumna empaquetada con soporte sélido para conseguir la separacién
de los tres analitos en funcién de su cinética de retencién/elucién. Se usé
una columna de vidrio, de 1.5 mm de didmetro interno y 5.5 cm de
longitud, rellena con 55 mg de soporte sélido para llevar a cabo la
separaciéon (C;g silica gel). De igual forma, también se utilizé una
precolumna con 20 mg de resina Sephadex SPC-25 para el sensor

biparametro de furosemida y triamtereno.

Sistema de deteccion

Los once sensores de esta Memoria utilizan deteccidén luminiscente, pero

hay que distinguir la utilizacién de varios instrumentos diferentes:

A) Para deteccién luminiscente sensibilizada con terbio y deteccién
fluorescente (salvo en el caso del paracetamol y el labetalol): se empled un
espectrofluorimetro “Varian Eclipse” (Mulgrave, Australia) con lampara de
descarga de Xendén de 75 kW, monocromadores Czerny-Turner, tubo
fotomultiplicador R-928. El equipo estaba controlado mediante software
“Cary Eclipse” para sistemas Windows 95/98/NT. El espectrofluorimetro
empleado se caracteriza por poseer una velocidad de barrido espectral muy
elevada (hasta 24000 nm min™). Esto permite llevar a cabo medidas de
fluorescencia con gran rapidez, e incluso monitorizar hasta 5 pares de
longitudes de onda de excitacién/emision de forma “cuasi” simultanea, en el
modo “multi-A”. Con el uso de este equipo la cubeta empleada fue una
célula de flujo “Hellma 176.052-QS” (o “Hellma 176.752-QS") para

espectrofluorimetria colocada dentro del compartimento de deteccidn.
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Figura V.5. Fotografia del espectrofluorimetro “Varian Eclipse”.

B) Para los sensores fluorescentes de paracetamol y labetalol se empled un
detector con fibra éptica PMT-FL (Ocean Optics, Inc., USA). La fuente de luz
ultravioleta fue un mddulo D-1000-CE (Edmund Industry Optic, GmbH,

Germany). Como cubeta se uso la célula de flujo “Hellma 176.752-QS".

C) En el caso de deteccidon quimioluminiscente se empled un luminémetro
desarrollado en nuestro laboratorio. El mddulo fotosensor H8249-101 se
obtuvo de Hamamatsu (sales.hamamatsu.com) y consistia en un tubo
fotomultiplicador de 28 mm de didmetro, un circuito de alimentacion de alto
voltaje y un amplificador de bajo ruido, con una respuesta espectral entre
185 y 900 nm. Los datos se registraron utilizando el software VI Data
Logging (Nacional Software). En este caso se empled una célula de flujo

Hellma 138-QS adherida al moédulo fotosensor.

2. ESTUDIOS PRELIMINARES.

Teniendo en cuenta que los sensores aqui desarrollados conllevan deteccién
Optica, para comenzar el desarrollo de cada sensor es necesario estudiar las
caracteristicas espectrales de los analitos (o de los productos de reaccién)

gue originan la sefal analitica. Se realizaron los espectros de luminiscencia
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en disolucién y en fase sdlida para estudiar las condiciones mas adecuadas
para la deteccidn de las especies de interés. Dentro de este apartado vamos
a dividir los optosensores desarrollados en funcion de la técnica de

deteccidon empleada:

2.1. Deteccion fluorescente

Para estudiar el espectro de fluorescencia en fase sélida en un sistema de
flujo continuo se inserta la muestra conteniendo el analito y, una vez que la
sefial de fluorescencia de éste es maxima, se detiene el sistema de flujo
para poder registrar los espectros de excitacidn y emision del analito
retenido sobre el soporte sélido. Los sensores desarrollados con deteccion

fluorescente fueron:

A) Sensor triparametro para la determinacion de carbendazima,
carbofurano y benomilo: Se registraron los espectros de excitacién y de
emision, tanto en disolucion como en fase sodlida, en medio 4&cido,
empleando una disolucién acuosa de HCI 1.5 M. Las longitudes de onda
excitacion/emisién Optimas en fase sélida fueron 270/301 nm para la

carbendazima y el carbofurano y 293/398 nm para el benomilo.

B) Sensor biparametro para la deteccion de furosemida y triamtereno.
Las longitudes de onda dptimas se escogieron tras realizar los espectros con
los analitos retenidos sobre el soporte seleccionado, Sephadex SPC-25. Las
longitudes de onda excitacién/emision dptimas fueron 273/415 nm para la
furosemida y 360/436 nm para el triamtereno. En la Figura V.6 puede
observarse el solapamiento en las longitudes de onda; éste fue el motivo de

gue la separacion de ambos analitos fuera necesaria para su determinacion.
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Figura V.6. Espectros de a) Excitacion y b) Emisién para furosemida (FR) y

triamtereno (TRI).

C) Sensor biparametro para la determinacion de fuberidazol y orto-
fenilfenol. Las longitudes de onda de excitacidn/emisidon escogidas, tras
realizar los espectros sobre el soporte sélido, gel de silice Cig, fueron
314/356 y 250/345 nm para fuberidazol y orto-fenil fenol respectivamente.

D) Sensor monoparametro para la determinacion de bitertanol. En este
caso el soporte sélido escogido fue también gel de silice Cis, y las longitudes
de onda 6ptimas tras realizar los espectros de excitacidon y emision fueron

261 y 325 nm respectivamente

E) Sensor monoparametro para la determinacién de labetalol. Las
longitudes de onda excitacion/emision optimas fueron 300 y 495 nm
respectivamente (fase sdlida: gel de silice Ci5). En este caso se hizo uso de
filtros, tanto para la excitacidn como para la emisién. Los filtros mas
adecuados fueron de 340 (300-380) y 435 (390-510) nm como filtros

primario (excitacién) y secundario (emisidn) respectivamente.

F) Sensor monoparametro para la determinacion de paracetamol: En este
caso no se mide la fluorescencia nativa del analito, sino la fluorescencia de
su producto de reaccidon tras una reaccion derivatizadora en medio acido
con nitrito. Es por tanto que los espectros de excitacidon y emision se

realizaron para el producto de reacciéon una vez retenido sobre el soporte
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solido, una resina de intercambio anidénico Sephadex QAE-A-25. Las
longitudes de onda Optimas observadas fueron 325 y 430 nm para
excitacion y emision respectivamente. En este caso, al igual que en el
anterior, se usaron filtros para seleccionar ambas longitudes de onda; los
filtros usados fueron de 340 (300-380) nm como filtro primario y de 435

(390-510) como filtro secundario.

G) Sensor multipardmetro para la determinacién de piridoxina,
riboflavina y acido ascorbico. En este caso se desarrollé un doble sensor
luminiscente, empleando la fluorescencia para la determinacion de
piridoxina y riboflavina y la quimioluminiscencia para la determinacién del
acido ascérbico. En el caso de la deteccion fluorescente de ambas
vitaminas, se realizaron los espectros en fase sélida de ambos analitos (gel
de silice Cig) y se escogieron 450/519 y 294/395 como longitudes de onda

optimas para piridoxina y riboflavina respectivamente.

2.2. Deteccion luminiscente sensibilizada por lantanido

En los sensores que se describirdn a continuacidén se empled la
luminiscencia sensibilizada por lantanido, haciendo uso del idn terbio. De
igual forma que para la deteccion fluorescente, se realizaron los espectros
de excitacidon y emisién para los complejos formados por el analito y el idn
terbio una vez retenidos sobre el soporte sdélido. En todos los sensores
desarrollados se escogié un tiempo de retardo de 0.1 ms.

Como ya se comentd con anterioridad, en la luminiscencia sensibilizada por
lantanido la emisidn es producida por el i6n terbio; las tres bandas
caracteristicas de emisidn se observan a 490, 545 y 590 nm,
correspondiendo a las transiciones °Ds > ‘Fs, °Ds > ‘Fs y °Ds °> ’Fs4
respectivamente. La segunda transicion, es decir, la correspondiente a 545
nm, es la mas intensa y, por tanto, es siempre la elegida para este tipo de
deteccion.

Los sensores desarrollados empleando esta técnica de deteccién fueron:
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A) Sensor monoparametro para la determinacién de norfloxacino. Tras
realizar los espectros de excitacion y emisién del complejo norfloxacino-
terbio sobre gel de silice Ci5, se observé que las longitudes de onda éptimas

eran 273 y 545 nm para excitacion y emision respectivamente.

B) Sensor monoparametro para la determinacion de acido pipemidico. En
la Figura V.7 se puede observar que el complejo acido pipemidico-terbio
tiene dos bandas de excitacién. A pesar de que la banda situada a 270 nm
es mas intensa, se escogid la banda de 320 nm; esto se debe a que la sefial
neta (sefal del complejo menos sefial del blanco, es decir, soélo terbio) era
mayor escogiendo esta Ultima longitud de onda. Por consiguiente, las
longitudes de onda escogidas como 6ptimas fueron 320 y 545 nm para

excitacién y emisidn respectivamente.

1000 400

800
300

=)

o

=}
I

200

Intensidad (I.R.L.)
N
o

Intensidad (.R.L.)

100
200

250 360 350 400 450 &N 550

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura V.7. Espectros de excitacion y emision para el complejo

acido pipemidico-terbio.

C) Sensor monoparametro para la determinacién de acido salicilico. Tras

registrar los espectros del complejo acido salicilico-terbio retenido sobre el
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soporte sdlido gel de silice Cig, se seleccionaron las longitudes de onda

optimas, 300 y 545 nm para excitacion y emisidén respectivamente.

2.3. Deteccion quimioluminiscente

La deteccion quimioluminiscente se ha empleado en dos sensores
desarrollados en esta Memoria. Sin embargo, como dicha técnica de
deteccidon no require excitar a ninguna longitud de onda, no fue necesario
realizar los espectros de excitacion y emision como en los casos anteriores.

Esta técnica se empled en los siguientes sensores:

A) Sensor monoparametro para la determinacion de acido salicilico.

B) Sensor monoparametro para la determinacion de acido ascérbico. En
este caso se desarroll6 un doble sensor Iluminiscente, empleando la
fluorescencia para la determinacién de piridoxina y riboflavina (como se
comenté anteriormente) y la quimioluminiscencia para la determinacion del

acido ascorbico.

3. CONFIGURACION DEL SISTEMA DE FLUJO EMPLEADO Y
PROCEDIMIENTO GENERAL

Los trabajos desarrollados en esta Memoria implican la integracion de la
espectroscopia en fase sélida con un sistema en flujo (FIA convencional,
multiconmutacion o SIA). La configuracién del sistema en cada uno de los
casos vendra determinada por diversos factores, como técnica de deteccién,

numero de analitos, proceso de elucion, etc.

En este apartado vamos a clasificar los sensores desarrollados en funcién

del sistema de introduccién de las disoluciones empleado: Sistema FIA
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convencional (valvulas rotatorias), sistema de multiconmutacion (valvulas

solenoides) y sistema SIA.

3.1. Optosensores desarrollados empleando valvulas rotatorias de

seis vias

Se desarrollaron dos optosensores empleando esta metodologia: Un sensor
triparametro fluorescente para la determinacion de tres pesticidas
(benomilo, carbendazima, carbofurano) y un sensor monoparametro
empleando luminiscencia sensibilizada por lantdnido para la determinacion

de un principio activo, norfloxacino.

A) El desarrollo del optosensor triparametro se base en el empleo de un
dispositivo de separacion en el sistema de flujo, situado justo antes de la
célula de deteccién. Se utilizé una precolumna de vidrio empaquetada con
el mismo soporte sélido que la célula de medida (gel de silice Ci5). Esta
columna permitia, en funcién de la diferente cinética de retencién/elucién
de los analitos, la retencién transitoria de carbofurano y benomilo, mientras
que la carbendazima llega a la zona sensora donde se detecta por medida
de su fluorescencia nativa, originando una sefial transitoria. Posteriormente,
mediante el empleo de dos valvulas de seleccidon, se procede a la elucién
secuencial de las dos especies restantes retenidas en la precolumna
mediante el empleo sucesivo de dos eluyentes apropiados, llegando
asimismo a la zona sensora y desarrollando sus sefales transitorias
respectivamente. En la Figura V.8 se muestra la configuracion FIA

monocanal empleada en este sensor.
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Figura V.8. Configuracion del sistema FIA para la determinacion simultanea
(mediante una sola inyeccion de muestra) de la mezcla benomilo, carbofurano y

benomilo. VI: valvula de inyeccion; VS1 y VS2: valvulas de seleccion.

En este caso se emplea como portador una disolucién de metanol:agua
desionizada al 15 % (v:v), que actla como portador y eluyente de la
carbendazima y que estd circulando a través del sistema de forma continua.
La solucion de muestra (en HCI 1.5 M; volumen 2 ml) conteniendo la mezcla
ternaria de analitos, se introduce en el sistema mediante la valvula de
inyeccidon y es impulsada hacia la célula de flujo a 1 ml/min. Como se ha
comentado anteriormente, los tres pesticidas son separados en la
precolumna. Una vez obtenida la sefial correspondiente a la carbendazima
en la zona sensora, y mediante el giro de la valvula de selecciéon 1, el
carbofurano es eluido de la precolumna y transportado hacia la zona
sensora mediante una solucidn eluyente metanol:agua al 40 % (v:v). Una
vez obtenida la sefal analitica del carbofurano, se gira la valvula de
seleccion 2, introduciendo en el sistema una disolucién eluyente
metanol:agua al 70 % (v:v), que eluye el benomilo de la precolumna y lo
transporta hacia la zona de deteccion, desarrollando su correspondiente
sefial analitica; este segundo eluyente produce también la completa
regeneracion del soporte sélido. Por ultimo, se gira de nuevo la valvula de
seleccion 1, se recupera la linea base y el sensor queda preparado para la
siguiente muestra. En la Figura V.9. se muestra un fiagrama tipico de la

determinacion simultdanea de benomilo, carbofurano y carbendazima.
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Figura V.9. Fiagrama tipico del optosensor triparametro para la determinacion de
carbendazima (CBZ), carbofurano (CF) y benomilo (BNM) con concentraciones de
1400, 2500 y 1900 ng ml* respectivamente, empleando un volumen de inyeccién

de muestra de 2000 ul.

B) En el caso del sensor monoparametro para la determinacion de
norfloxacino fue necesario realizar la confluencia de la muestra (en
tampon acido acético/acetato sddico 0.1 M a pH 5.6) con una disolucién
conteniendo terbio (4x107 M) previamente a su insercidn en la corriente de
portador. La mezcla muestra-terbio se introduce en el sistema haciendo
girar la valvula de inyeccion y el complejo norfloxacino-terbio es
transportado hacia la zona de deteccién por medio de la disolucién
portadora, tampon &acido acético/acetato sdédico 0.1 M a pH 5.6. Una vez
que el complejo desarrolla su maxima sefal analitica, y teniendo en cuenta
su fuerte retencidn sobre el soporte solido gel de silice Ci5, €s necesario
emplear una disolucion eluyente adicional (1 ml de &cido
etilendiamintetraacético 0.08 M) para lograr la completa regeneracién del
soporte sélido; esto se consigue girando la valvula de elucién, formandose
un complejo ternario anidnico y regenerandose el sensor, permaneciendo
preparado para una nueva insercion de muestra. En la Figura V.10 se

muestra el sistema de flujo empleado.
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Figura V.10. Configuracion del sistema FIA para la determinacion de norfloxacino.

V.I.: Valvula de inyeccién; V.S.: Valvula de seleccidn.

3.2. Optosensores desarrollados empleando un sistema de

multiconmutacion.

En todos los sensores desarrollados empleando multiconmutacion se utilizan
valvulas solenoides de tres vias. A continuacién se describen los sistemas

empleados.

A) En el sensor biparametro para la determinacion de furosemida y
triamtereno (Figura V.11) se empled una precolumna de vidrio rellena del
mismo soporte sélido que la célula de flujo (Sephadex SPC-25) para, en
funcidn de la distinta cinética de retencion/elucion de los analitos, lograr su
separacion previamente a la llegada a la zona de deteccién. Al principio,
todas las valvulas estdn desactivadas y el portador, 2x102 M HCI, esta
circulando a través de todo el sistema; todas las demas disoluciones son
recirculadas a sus correspondientes recipientes. La muestra, preparada
también en 2x102 M HCI, se introduce en el sistema activando
simultdneamente las valvulas V; y V; durante 50 s. La furosemida pasa a
través del soporte sélido de la precolumna y desarrolla su sefial analitica en
la zona de deteccidn, siendo eluida por el propio portador, mientras que el
triamtereno queda fuertemente retenido en la precolumna. A continuacioén,
se activan las valvulas V, y V4 durante 150 s. y la disolucién eluyente
(tampon NaH,PO,/NaOH;0.12 M, pH 6.5) produce la desorcién del
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triamtereno del soporte sélido, transportandolo hasta la célula de flujo,
donde producird su sefal analitica y serd a su vez eluido, quedando el
soporte sdlido completamente regenerado. Por ultimo, tras cada insercién
de muestra, se procede a una rapida etapa de limpieza para evitar

contaminacion entre muestras.
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Figura V.11. Configuracion del sistema multiconmutado para la determinacion de
furosemida y triamtereno. Esquema de tiempo de las valvulas solenoides de tres

vias.

B) En el sensor monoparametro desarrollado para la determinaciéon de
acido pipemidico se empled deteccién luminiscente sensibilizada con
terbio. Es por ello que, al igual que el sensor anteriormente descrito para la
determinacion de norfloxacino, es necesaria una confluencia entre la
disolucidon conteniendo al analito y una disolucidon de terbio. El portador
utilizado en este sistema fue una disolucién tampoén acido acético/acetato
sdédico (0.15 M, pH 5.6) y la disolucién de muestra se preparé en 10> M HCI.
El sistema empleado se puede observar en la Figura V.12. Para la
introducciéon de muestra (y confluencia con la disoluciéon acuosa de terbio
4x107 M) se activaban simultdneamente las valvulas 1, 2 y 3 durante 50 s.

El complejo acido pipemidico-terbio era asi transportado hasta la célula de
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flujo donde desarrollaba su sefal analitica; una vez la sefal alcanzaba su
maximo, se activaban las valvulas 1 y 4 durante 85 s. para introducir una
disolucién eluyente adicional de acido etilendiamintetraacético 0.08 M que
permitia la completa elucion del complejo y consiguiente regeneracién del
soporte sélido. En la figura V.13 puede observarse el perfil de sefiales

obtenido.
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Figura V.12. Configuracion del sensor monoparametro multiconmutado para la
determinacion de acido pipemidico. Esquema de tiempo de las valvulas solenoides

de tres vias.



Sensores de flujo continuo con deteccion.../EuLocro J. LLORENT MARTINEZ 113

~

~

600- \ \

400+

JUUUULUUUUL

20 30 40 50 60

K Tiempo (min) /

Figura V.13. Fiagrama obtenido en el estudio de la repetitividad del acido

Intensiddad (I.R.L.)

pipemidico (100 ng mi?).

C) En el sensor monoparametro para la determinacion de acido salicilico
se emplea deteccidn quimioluminiscente, obtenida tras la reaccién entre el
analito y permanganato en medio &cido. Dicha reaccién se produce en el
mismo soporte solido situado en la célula de deteccion. El sistema
empleado, asi como el esquema de tiempos usado, se muestra en la Figura
V.14. En primer lugar, todas las valvulas estan desactivadas y el portador,
0.6 M H,S0O, estad pasando a través del sistema. A continuacién, se activan
las valvulas V, y V4 durante 40 s. para introducir la disolucién de
permanganato 2x10™* M y fijar el permanganato en el soporte sdlido
(Sephadex QAE-A 25). Posteriormente se introduce la muestra, preparada
en H,SO, 0.1 M, activando las valvulas V; y V, (40 s.), y al llegar el analito
al soporte solido se produce la reaccion de oxidacién y se obtiene la sefial
analitica. Por ultimo se lleva a cabo una etapa de limpieza de los tubos y el

sistema que preparado para el siguiente anélisis.
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Figura V.14. Configuracion del sensor monoparametro multiconmutado para la
determinacion de acido salicilico. Esquema de tiempo de las valvulas solenoides de

tres vias.

D) Para el desarrollo del optosensor fluorescente biparametro para la
determinacion de fuberidazol y orto-fenilfenol mediante una separacién
on-line previa, se propuso una configuracidon del sistema de flujo basada en
el empleo de una cantidad adicional de soporte soélido (sobre la que
habitualmente se emplea en este tipo de sensores) en la célula de flujo. La
separacion se basa en la diferencia de polaridad entre los dos compuestos,
gue se pone de manifiesto en la distinta cinética de retencidn/elucion de
cada uno de ellos al interaccionar con el soporte sdlido apolar (gel de silice
Cig). El sistema empleado se muestra en la Figura V.15. En primer lugar,
todas las valvulas estan desactivadas y el portador, 30 % MeOH:H,0 (v/v),
circula a través de todo el sistema a un caudal de 1.1 ml min™'. Para la
introduccion de la muestra, se activan las valvulas 1 y 2 durante 120
segundos; el orto-fenilfenol queda fuertemente retenido en la cantidad
adicional de soporte solido (situada encima de la zona de irradiacidon); por el
contrario, el fuberidazol es transportado hasta la zona de deteccién,

desarrolla su sefial analitica y es eluido por el propio portador. A
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continuacion, activando las valvulas 2 y 4 durante 120 segundos, la
disolucidn eluyente 60 % MeOH:H,0 es insertada en el sistema y eluye al
orto-fenilfenol, que desarrolla su senal analitica. Por ultimo se realiza un

rapido proceso de limpieza para evitar contaminacidon entre muestras.
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Figura V.15. Configuraciéon del sensor biparametro multiconmutado para la
determinacion de fuberidazol y orto-fenilfenol. Esquema de tiempo de las valvulas

solenoides de tres vias.

E) Sensor monoparametro para la determinacion de bitertanol. Al tratarse
de un sencillo sensor monoparametro basado en la medida de la
fluorescencia nativa, el sistema utilizado es practicamente igual que el
empleado para la determinacion de furosemida y triamtereno (Figura V.11),
siendo la Unica diferencia la ausencia de la precolumna. La uUnica
caracteristica a resaltar en este sistema es la necesidad de usar una
disolucidon eluyente debido a que algunos componentes de la matriz
(extractos de platano) no se eluian por completo del soporte sélido y
provocaban posteriores disminuciones en la sefal del analito. En este
sensor se us6 como portador una disolucién 70 % MeOH:H,0 (v:v), que

circula constantemente a través del sistema de flujo cuando las valvulas
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estan desconectadas. Tras insertar la muestra en el sistema abriendo las
valvulas 1 y 2 durante 60 segundos, el bitertanol es transportado hacia la
zona de deteccién donde desarrolla su sefal analitica y es eluido por el
propio portador. Para la regeneracion del soporte sélido se emplea metanol,
gue se inserta en el sistema activando las valvulas 2 y 4 durante un minuto.
Por Ultimo se realiza una etapa de limpieza de tubos para evitar
contaminaciones entre muestras. Se puede observar el perfil de sefiales

obtenido de un extracto de platano en la Figura V.16.
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Figura V.16. Fiagrama mostrando la repetitividad del sensor desarrollado para

bitertanol. Extracto de pldtano con 0.4 mg kg™ de bitertanol.

3.3 Optosensores desarrollados empleando el analisis por inyeccion

secuencial.

La ultima metodologia empleada en esta Memoria fue el analisis por
inyeccion secuencial. Se desarrollaron dos sensores monoparametro
fluorescentes (labetalol y paracetamol), un sensor monoparametro
empleando luminiscencia sensibilizada por lantanido (acido salicilico) y un
doble sensor luminiscente empleando fluorescencia y quimioluminiscencia

(piridoxina, riboflavina y acido ascdrbico).
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A) El sensor monoparametro usando un sistema SIA para la determinacién
de labetalol basado en la medida de su fluorescencia nativa representa el
sistema mas sencillo de todos los descritos en este apartado. El sistema
empleado puede observarse en la figura V.17. El portador, 20 % MeOH:H,0
(v:v), realizaba a la vez la tarea de eluyente; de esta forma, no era
necesario el uso de un eluyente adicional para regenerar el soporte soélido.
Por consiguiente, se aspiraban 3 ml de portador y 1.5 ml de muestra por
medio del piston de la jeringa (la aspiracion se llevaba a cabo a 5 ml min'™?)
para posteriormente impulsarlos hacia la célula de flujo a una velocidad de
0.9 ml min’!, donde el analito desarrollaba su sefial fluorescente transitoria
y por medio del portador era eluido, quedando la zona sensora preparada
para otra inyeccion. Ademas, en la figura V.17 también puede observarse el

perfil de sefiales obtenido con este sistema.
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Figura V.17. Sistema empleado para el sensor monoparametro para la
determinacién de labetalol. Perfil de la sefial analitica obtenida para 100 ng ml™ de
labetalol.

B) El sistema para la determinacidn de paracetamol es exactamente el
mismo que en el caso anterior (Figura V.17.), incluyendo la técnica de
deteccidn. La Unica diferencia consiste en que no se determina fluorescencia
nativa, sino la fluorescencia obtenida tras una reaccién de derivatizacion
con nitrito en medio acido. Se aspiraban 2.5 ml de portador, HCl 0.2 M y
1.5 ml de muestra, se impulsaban hacia la zona de deteccién, donde el
producto de reaccién del paracetamol desarrollaba su sefial analitica y el
soporte sdlido se regeneraba completamente con la propia disolucidn
portadora.



Sensores de flujo continuo con deteccion.../EuLocro J. LLORENT MARTINEZ 119

C) El sistema para el desarrollo del sensor monoparametro para la
determinacion de acido salicilico es similar al previamente descrito. Sin
embargo, en este caso se requiere el uso de una disolucion de terbio y de
una disolucién eluyente. En la Figura V.18 puede observarse el sistema SIA
empleado. Se usdé agua desionizada como disolucion portadora y los
caudales de aspiracidn e impulsidon fueron 5y 1.2 ml min™ respectivamente.
Para cada medida el procedimiento fue el siguiente: En primer lugar, se
aspiraban hacia el bucle 1 ml de terbio y 1 ml de muestra, separados por
0.2 ml de portador para evitar su mezcla. Por medio del portador, se
impulsaban muestra y terbio hacia la zona sensora; el acido salicilico se
fijaba en la zona sensora vy, al llegar el terbio, se formaba el complejo y se
obtenia la sefial analitica. Por ultimo, y debido a la fuerte retencidon del
complejo formado sobre el soporte sdlido, se empleaban 0.8 ml de una
disolucidn eluyente de acido etilendiamintetraacético 0.08 M para regenerar

la zona sensora.

ot
ﬂilIA‘ Célula de flujo

Espectrofluorimetro

Muestra

Desecho
Portador Terbio Eluyente

Figura V.18. Sistema empleado para el sensor monoparametro para la

determinacion de acido salicilico.

D) El sistema desarrollado para la determinacién de las vitaminas
piridoxina, riboflavina y acido ascorbico es el que representa una mayor
complejidad en el diseno del mismo. En este caso se utilizaron dos técnicas
de deteccion diferentes: 1) Fluorescencia nativa para piridoxina y

riboflavina; 2) Quimioluminiscencia para el acido ascérbico.
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En el caso del acido ascorbico, la reaccidén (consistente en una oxidacién con

permanganato en medio acido) se produjo en el mismo soporte sélido

situado en la célula de flujo.

El disefio usado en este doble sensor se muestra en la Figura V.19. En este

caso, se realizan dos inyecciones de muestra consecutivas:

Deteccidon fluorescente de piridoxina vy riboflavina (todas las
disoluciones son dirigidas hacia el espectrofluorimetro): Se aspiran
0.6 ml de muestra y 1 ml del portador, H,SO, 1M, para, a
continuacion, impulsarlos hacia la zona de deteccion. La disolucién
portadora hace a su vez la funcidn de eluyente para la piridoxina, que
desarrollard su senal analitica en la zona de deteccidn mientras que
la riboflavina queda fuertemente retenida en la parte superior del
soporte sélido (cantidad adicional de soporte sélido). A continuacioén,
se aspiran e impulsan hacia la célula de flujo 1.5 ml de disolucién
eluyente, 20 % MeOH:H,O( v:v), que eluye a la riboflavina de la
parte superior del soporte sélido, obteniéndose su sefnal analitica y
gquedando la zona sensora preparada para una nueva muestra.

Deteccién quimioluminiscente de &cido ascorbico (todas las
disoluciones son dirigidas hacia el lumindmetro): En primer lugar se
aspiran 0.4 ml de la disolucion de permanganato y 0.2 ml de
disolucidon portadora y se impulsan hacia la zona de deteccion,
guedando el permanganato retenido en el soporte sélido en la célula
de flujo. A continuacién se aspiran 0.4 ml de muestra y 1 ml de
disolucidon portadora y se dirigen hacia la célula de flujo, donde el
acido ascérbico reacciona con el permanganato, obteniéndose la
sefial analitica. El portador es el propio eluyente, que regenera
completamente la zona sensora, quedando preparada para una nueva

muestra.
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Luminémetro

Célula de flujo

Espectrofluorimetro

—C¢élula de flujo

Muestra
Portador

Permanganato Eluyente e

Figura V.19. Sistema empleado para el doble sensor para la determinacion de

acido ascérbico, piridoxina y riboflavina.
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En la figura siguiente se pueden observar las sefiales obtenidas mediante

este sistema.

6001

B6 B2

5001

4001
300-
200—,,,,J \od

100——/\/J

Intensidad (I.R.F.)

10 2‘0 30;
Tiempo (min)

Vit C

0.18

0.09

Intensidad I.R.L.)

0.00 _W

Tiempo (min)

Figura V.20. Perfil de la sefial analitica obtenida para 1.5, 0.3 y 40 ug ml* de las

vitaminas B6, B2 y C respectivamente.
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4. VARIABLES EXPERIMENTALES

En el desarrollo de los sensores espectroscopicos en flujo continuo se
estudian una serie de variables experimentales que se clasifican en cuatro

bloques fundamentales:

- Variables de la unidad de retencion-deteccion
- Variables quimicas
- Variables del sistema de flujo

- Variables instrumentales

4.1 Variables de la unidad de retencion-deteccion

4.1.1. Caracteristicas de la célula de flujo

La célula de flujo es una parte esencial del sistema de flujo continuo, puesto
gue contendrd la fase sdlida en la que se produce la preconcentracién y

separaciéon de los analitos, integrada con la deteccion.

Como caracteristica general, el camino éptico no debe ser superior a 2 mm
para evitar que la intensidad relativa de luminiscencia de la linea base sea
demasiado alta, lo que provocaria dificultades en la deteccién. Por otra
parte, el depdsito interno de la célula de flujo, que ha de albergar el soporte
sensor, debe ser lo menor posible con objeto de incrementar la sensibilidad,
puesto que una gran cantidad de soporte soélido dificulta la preconcentracién

de los analitos, aumentando ademas el tiempo de elucién.

De igual forma, es importante tener en cuenta el sistema de deteccion que
se va a emplear en cada caso, lo que condicionard la estructura geométrica
de la célula de flujo. Para los sensores con deteccion fluorescente o
luminiscente sensibilizada con terbio la célula tendra forma de prisma
rectangular de base cuadrada, para posibilitar la emision en un angulo de

900 respecto a la excitacion incidente (ver Figura V.21).
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Tipo de deteccion

Fluorescencia

por lantanido

Luminiscencia sensibilizada

Célula
Paso éptico

Volumen interno

1.5mm

25l

Hellma 176.052 QS

entrada sglida

lana de
vidrio

Emisién

Figura V.21. Célula empleada para deteccién fluorescente o luminiscente

sensibilizada com terbio.

Para la deteccidon quimioluminiscente no se emplea radiacién incidente,

puesto que la senal analitica se debe a una reaccidon quimica. Cuando se

empled esta deteccidn, la célula de flujo usada es mas plana que la anterior

y se muestra en la Figura V.22.

Tipo de deteccién

Quimioluminiscencia

Célula
Paso 6ptico

Volumen interno

Hellma 138 QS
1.0 mm

50 pl

Haz de luz

-

v

| entrada

salida

lana de
vidrio

Figura V.22. Célula empleada para deteccién quimioluminiscente

4.1.2. Naturaleza del soporte sélido

El uso de un soporte sélido en la zona de deteccidn es la clave de los

sensores espectroscopicos en flujo. Dicho soporte retiene temporalmente

los analitos en esa zona favoreciendo una preconcentracidn que aumenta la

sensibilidad y selectividad del método. La eleccién del soporte sélido se lleva

a cabo considerando la naturaleza, la estructura y las propiedades fisicas y
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guimicas de la especie o especies de interés. Si los analitos (o los productos
de reaccidén a partir de una reaccién de derivatizacién) son de tipo idnico, se
suelen emplear resinas de intercambio i6nico como soporte sélido. En
cambio, si los compuestos son de naturaleza neutra, se suelen emplear
sorbentes que estén basados en interacciones por mecanismos de

adsorcion.

En el caso de los sensores monoparametro soélo interesa la retencién
transitoria de un analito, por lo que se elegira un soporte sélido de acuerdo
con la naturaleza de dicho analito. Sin embargo, para los sensores
multipardmetro hay que conjugar la retencién de varios analitos, que
pueden ser de muy diferente naturaleza quimica; por ello sera necesario
seleccionar un soporte sdlido que permita la retencidén transitoria de dichos
analitos, asi como que proporcione una buena sensibilidad para todos ellos.

También hay que tener en cuenta que en los multisensores se empled una
precolumna empaquetada con un soporte sélido (o cantidad adicional de
soporte sdélido en la misma célula de flujo) para lograr una retencidn
secuencial de los analitos, lo cual permitié una discriminacién temporal en
su llegada a la zona de deteccion. Dicho material debe ser escogido de
forma que, conjugado con el uso del portador y eluyente/s adecuado/s, se
consiga este propodsito. En todos los sensores aqui desarrollados, el soporte
solido empleado para conseguir esta discriminacién temporal fue el mismo

que el usado en la célula de flujo como zona sensora.

Para cada uno de los métodos descritos, se realizd un estudio preliminar de
los posibles soportes sélidos a emplear de acuerdo con las caracteristicas de
los analitos. En la Tabla V.1 se muestran los soportes sdélidos empleados

para cada sensor.
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Tabla V.1. Soportes soélidos empleados.

Optosensor Soporte en la Célula de Flujo
Carbendazima/Carbofurano/Benomilo Gel de silice C1s
Norfloxacino Sephadex SPC C-25
Furosemida/Triamtereno Sephadex SPC C-25
Acido pipemidico Sephadex SPC C-25
Acido salicilico Sephadex QAE A-25
Fuberidazol/Ortofenilfenol Gel de silice C1s
Bitertanol Gel de silice C1s
Labetalol Gel de silice Cg
Paracetamol Sephadex QAE A-25
Acido salicilico Sephadex QAE A-25
Piridoxina/Riboflavina’ Gel de silice Cg
Acido ascorbico’ Sephadex QAE A-25

! Mismo sistema. Doble sensor luminiscente: Fluorescencia y Quimioluminiscencia

4.1.3. Nivel del soporte sédlido: célula de medida y precolumna

El nivel del soporte sdlido en la célula de flujo viene determinado por la
geometria del haz de luz del instrumento que se utiliza en la deteccién. Es
necesario que la zona en la que incide el haz de luz esté completamente
llena de soporte para asegurar que la medida se realiza en fase sélida. En
todos los casos se llend la célula de flujo hasta una altura suficiente para
que dicho haz incida sobre la zona sensora, con unos milimetros por encima
del limite superior del mismo, evitando niveles mayores para que la

preconcentracion sea la mayor posible.

En esta Memoria se presentan cuatro sistemas para la resolucion de
mezclas binarias y ternarias; en estos casos, utilizando Unicamente el
soporte solido empaquetado en la célula de flujo, las sefiales de los analitos
se desarrollan al mismo tiempo, haciendo imposible su determinacion. Por
lo general los analitos presentan un comportamiento diferente en su

cinética de retencidn-elucidon en su paso por la fase sélida; esta diferencia
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puede potenciarse mediante el uso de una precolumna rellena del mismo
soporte sélido que la célula de flujo, consiguiendo de esta manera que los
analitos alcancen la zona sensora de forma consecutiva, permitiendo su
detecccién sin solapamiento de sefales. La estrategia de la precolumna se
ha usado para la mezcla ternaria carbendazima/carbofurano/benomilo y

para la mezcla binaria furosemida/triamtereno.

En otras ocasiones, cuando la cinética de retencidén-elucion de los analitos
es muy diferente, es posible conseguir su separacién con una cantidad
minima de soporte solido adicional. En estos casos, el soporte sélido
adicional se coloca en la misma célula de flujo, justo por encima de la zona
de deteccion (como puede observarse en la Figura V.23) y no es necesario
el uso de la precolumna. Esta estrategia se ha empleado en los sensores
para la determinacion de ortofenilfenol/fuberidazol y

riboflavina/piridoxina/acido ascérbico.

"
.
"
.
s
L

Figura V.23. Separacién de los analitos en la misma célula de flujo. La fase sélida

adicional se situa justo encima de la zona de deteccion.
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En ambas estrategias se escogié siempre la minima cantidad de fase sélida
gue permitiese la separacion completa de los analitos, pues tomando
valores superiores aumenta el tiempo de pico, disminuyendo
innecesariamente la frecuencia de muestreo. Los valores seleccionados

fueron:

Separacién de carbendazima/carbofurano/benomilo: 55 mg gel de silice Cys.
Separacion de furosemida/triamtereno: 20 mg Sephadex SPC C-25.
Separacion de ortofenilfenol/fuberidazol: 50 mg gel de silice Cjs.

Separacion de riboflavina/piridoxina: 55 mg gel de silice Cis.

4.2 Variables quimicas

En este apartado se estudian las variables de tipo quimico que fueron
consideradas para poner a punto los distintos métodos desarrollados y
descritos en esta memoria. Las variables quimicas estudiadas fueron: (1)
Influencia del pH de portador y eluyente/s; (2) Naturaleza y concentracion
de los mismos; (3) Influencia del pH de la muestra; (4) Fuerza idnica de la
misma; (5) Concentracidon y volumen de reactivos, en los casos en que fue

necesaria una reaccion de derivatizacion.

Todas ellas, en mayor o menor medida y en funcién de la naturaleza de las
especies a determinar y del tipo de muestra influyen en la retenciéon de los
analitos y, por lo tanto, en la sefal analitica, separacion de los diferentes
componentes en el caso de mezclas de dos o mas especies y la elucion de

los mismos del soporte soélido.

Influencia del pH de portador y eluyente

El pH de la disolucidon portadora y eluyente influye en la posible ionizacion

de los analitos, permitiéndose o no la fijacion de los mismos sobre el
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soporte solido. Esta influencia serd mayor en sistemas con analitos de

naturaleza idnica y con soportes solidos de intercambio idnico.

El estudio de esta variable es de gran importancia, ya que permite elegir un
valor de pH al que se produzca la maxima retencion del analito (o producto
de reaccion) sobre el soporte sélido, obteniéndose de esta manera una
mayor sensibilidad. En los casos en que se requiera una reaccidon quimica
on-line, el pH del portador también puede influir sobre esta reaccion, siendo
necesario tenerlo en cuenta. De igual forma, es posible emplear el pH como
factor discriminante en la retencién y/o elucién de los analitos en los
sensores multiparametro, permitiendo la fijacion de un analito a un pH y de

otro/s analito/s a otro pH, consiguiendo de esta manera su separacion.

El estudio del pH del portador/eluyente en estos sistemas se realizd
preparando distintas disoluciones con una concentracion constante de
electrolito pero diferentes valores de pH, ajustados con HCI o NaOH 0.1 M,
manteniendo constantes el resto de variables experimentales. Al insertar la
muestra, se registraba la sefal a las longitudes de onda éptimas de cada

sistema y se comparaban las sefiales obtenidas.

Naturaleza y concentracion de portador y eluyente

Una vez elegidos los pHs d6ptimos de las disoluciones portadoras, se estudid
la naturaleza de las mismas, asi como su concentracién. En sensores
monoparametro, se intenta seleccionar el portador que, ademas de permitir
una maxima retencidon, también actle como eluyente, es decir, que una vez
alcanzado el maximo de la senal los analitos sean eluidos por el propio
portador, regenerando asi el sensor tras el desarrollo de la sefial transitoria,

con lo que se aumenta la frecuencia de muestreo.

Sin embargo, en el caso de los multisensores biparametro o triparametro,
que utilizan la diferencia en la cinética de retencion-elucion para la

resolucion de la mezcla, la seleccidon del portador y eluyente/s es algo mas
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compleja, ya que habrad que favorecer esta diferente cinética asi como la
obtencién de la maxima sefal analitica una vez alcanzada la zona de
medida. Por tanto, el portador debe permitir que uno de los analitos no sea
retenido en la precolumna empaquetada con soporte sélido (o la fase sélida
adicional en la célula de flujo), llegando a la zona de deteccidn, mientras
que el/los otro/s analito/s debe/n retenerse en el soporte sdlido,
permitiendo su separacién. Posteriormente, mediante una disolucién
portadora/eluyente adecuada, se eluye el segundo analito de la precolumna
(o de la fase sélida adicional) transportandolo hasta la microzona sensora,
permitiendo su determinacion. En el caso del sensor triparametro, el tercer
analito es eluido de la precolumna usando un portador/eluyente adicional,

desarrollando su sefal analitica en la microzona sensora.

Cuando el soporte sélido utilizado sea una resina de intercambio idnico, lo
mas apropiado es utilizar disoluciones de portador acuosas, mientras que
cuando se utilice el gel de adsorciéon C;s los portadores mas adecuados son

de naturaleza alcohdlica.

Para realizar este estudio, en los sensores que usan un soporte de cambio
idnico se prueban distintas disoluciones amortiguadoras al pH seleccionado
como Optimo, o disoluciones de diferentes electrolitos en las mismas
condiciones de trabajo. Se hacen sucesivas inyecciones de la misma
muestra con los diferentes portadores y se comparan las sefiales analiticas
obtenidas en cada caso. Se seleccionara aquella disolucién de portador que

proporcione mayor sensibilidad, es decir, mayores sefales analiticas.

Una vez elegido el portador, se estudian distintas concentraciones de éste
y, de igual forma, se selecciona aquélla que proporciona mayores sefiales
analiticas. Ademas, en el caso de que también actie como eluyente, se
busca que esta disolucidon proporcione tiempos de residencia cortos. Se
trata, por consiguiente, de una solucion de compromiso entre alta

sensibilidad y elevada frecuencia de muestreo.
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Naturaleza y pH de la muestra

De igual forma que se estudid la influencia del pH de la disolucién de
portador, se estudié también la influencia del pH de la muestra, modificando
el mismo con la cantidad adecuada de HCl o NaOH 0.1 M. Una vez
estudiada dicha influencia, se procedia a optimizar la naturaleza de la

muestra (tampon mas conveniente, acido empleado...).

Reactivos empleados

En aquellos sensores en los que es necesaria una reaccién derivatizadora
para la obtencién del compuesto que proporcionara la sefial analitica, se
estudié la concentracidn de los reactivos necesarios, asi como el pH y el

tiempo necesario de reaccidon en esta etapa del método.

* Optosensores desarrollados empleando valvulas rotatorias de

seis vias

A) Determinacion de carbendazima, carbofurano y benomilo: Las

disoluciones de benomilo en agua o en disolventes organicos no son
estables, por lo que la mayoria de los métodos cromatograficos descritos
para la determinacion de benomilo estéan basados en la conversién previa de
éste en su principal producto de degradacion: la carbendazima. Sin
embargo, varios estudios han sefalado que usando medios &cidos muy
fuertes, el benomilo es estable y no se degrada, lo que permitiria su
determinacion directa. Singh establecié un umbral de concentracion de HCI
1M, a partir del cual la degradacion de benomilo en carbendazima, era
practicamente despreciable [104]. En un estudio previo realizado en nuestro
laboratorio [81] se comprobd que con un medio 1.5 M HCI, el benomilo
permanecia estable durante mas de 24 horas a temperatura ambiente. Se
seleccioné finalmente una concentracion de HClI de 1.5 M para las
disoluciones de trabajo. La disolucién madre de benomilo se preparaba en

un medio 5 M HCI, de forma que era estable durante mas de dos semanas.
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Teniendo en cuenta la estructura de los analitos, se empled como soporte
sdlido gel de silice Cig tanto en la célula de flujo como en la precolumna.
Para conseguir su separacién, se usaron disoluciones acuosas con distinto
porcentaje de metanol tanto para el portador como para los eluyentes y no
fue necesario ajustar el pH de estas disoluciones. Se optimizaron los
porcentajes de metanol tanto en la disolucion portadora como en las
disoluciones eluyentes para conseguir la separacion de los analitos y, a su
vez, obtener una adecuada sensibilidad. Finalmente se escogieron como
optimos 15 %, 40% y 70 % MeOH:H,0 (v:v) como disolucién portadora
(elucion de carbendazima), eluyente 1 (elucién de carbofurano) y eluyente

2 (elucion de benomilo) respectivamente.

B) Determinacién de norfloxacino: En este sensor se mide la luminiscencia

del complejo norfloxacino-terbio. Por tanto, es necesario estudiar el pH
tanto de la disolucién portadora como de la muestra, para comprobar el
rango de pH que favorece la formacion del complejo. Teniendo en cuenta el
pK, del grupo carboxilato del analito, 6.22, valores bajos de pH impedian la
formaciéon del complejo debido a que el grupo carboxilato no estaba
negativamente cargado. Por otra parte, para valores de pH superiores a 8

se producia la hidrdlisis del terbio.

Se observo que la sefial permanecia constante en el rango de pH 5-7, por lo
que se probaron tampoén acetato a pH 5.6 y tampon fosfato a pH 6.5,
obteniendo los mejores resultados con el primero, probablemente debido a
la interaccién entre los iones fosfato y terbio, que impedian la formacion del
complejo Tb-Norfloxacino. Se empled este tampoén tanto en el portador
como en la muestra. Una vez escogido el pH 5.6, se procedié a estudiar la
concentracidon éptima de disolucién tampdn, observando que al aumentar la
concentracidon desde 0.02 hasta 0.2 M, la senal analitica iba disminuyendo
ligeramente, debido a una elucién parcial del complejo del soporte sélido.
En conclusion, se decidié emplear tampdn acetato pH 5.6 0.1 M tanto en el
portador como en la disolucién de muestra para obtener tanto suficiente

capacidad tamponadora como buena sensibilidad.
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Figura V.24. Estudio de la influencia del pH de la muestra en el sensor

monoparametro para la determinacion de norfloxacino.

La concentracion de terbio (III) era un factor critico en este sensor, por lo
que se llevé a cabo el estudio de su influencia en la sefal analitica. Se
observd que la sefal neta de luminiscencia aumentaba con la concentracion
de terbio hasta 4x10° M, manteniéndose constante para concentraciones
superiores, como se muestra en la Figura V.25. Por consiguiente, ésta fue la
concentracidon escogida como optima. Ademas, también se probd el uso de
sulfito sodico como agente desoxigenante y de otros reactivos que
normalmente pueden incrementar la sefial de luminiscencia, como el acido
etilendiamintetraacético, el éxido de trioctilfosfina, metanol o etanol, pero

no se observod ningln incremento de la sefial.
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Figura V.25. Estudio de la influencia de la concentracion de terbio en el sensor

monoparametro para la determinacion de norfloxacino.

% Optosensores desarrollados empleando un sistema de

multiconmutacion

A) Determinacién de furosemida y triamtereno: En este caso se empled una

precolumna rellena de un soporte sélido catidnico para lograr la separaciéon
de los analitos. La furosemida sélo se retenia en el soporte sélido catiénico
en un rango muy estrecho de pH, como puede observarse en la Figura
V.26; esto se debe su valor de pK,, 3. Puesto que el triamtereno se
mantenia fuertemente retenido en ese rango de pH (lo que permitia su
separacidén) se decidid escoger un valor de pH de 1.7 para el portador,
empleando HCI 2x102 M. Al igual que el portador, la disolucién de muestra
también se prepard en HCl 2x10?% M, por los mismos motivos anteriormente

comentados.
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Figura V.26. Estudio de la influencia del pH del portador en el sistema furosemida-

triamtereno.

Una vez que la furosemida desarrollaba su sefal analitica, era necesario el
uso de una disolucidn eluyente para el triamtereno. Debido al valor de su
pK,, 6.3, se observdé que valores de pH superiores a 6 conseguian su
elucion. Se empleé6 tampdén NaH,PO,/NaOH 0.12 M a pH 6.5, que
proporcion6 adecuadas repetitividad y sensibilidad.

B) Determinacién de acido pipemidico: En este sensor también se empled

luminiscencia sensibilizada por terbio, por lo que hubo que optimizar las
condiciones de pH y concentracion de terbio para obtener la maxima sefal
neta del complejo Tb-pipemidico. Se observé que en el caso de la disolucion
de portador la sefal era relativamente constante en el rango de pH 2-7,
pero la mejor repetitividad se obtenia para pH 5-6, por lo que se escogid
como optimo tampon acetato 0.15 M a pH 5.6. Por otra parte, en el caso de
la disolucién de muestra, la maxima sefial analitica se obtenia para pH 2,

como puede observarse en la Figura V.27, y el acico clorhidrico daba
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mejores resultados que otros acidos, por lo que se decidid preparar la

muestra en HCl 102 M.
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Figura V.27. Estudio de la influencia del pH de la muestra en el sensor

monoparametro para la determinacion de acido pipemidico.

Por ultimo, se realizd el estudio de la influencia de la concentracién de ion
terbio, observando que la sefial aumentaba hasta un valor de 2x1073 M,
manteniéndose constante para concentraciones superiores. Se decidid
utilizar una concentracion de terbio de 4x103 M. También en este sensor se
comprobd la posible utilidad del uso de otros reactivos adicionales, pero los
resultados no fueron positivos, por lo que soélo se empled terbio para

obtener la luminiscencia.

C) Determinacién de acido salicilico (quimioluminiscencia): En este sensor

se midid la quimioluminiscencia producida por la reaccidon entre el analito y
permanganato directamente retenidos sobre el soporte sélido en la célula
de flujo. Para la obtencion de la reaccion se comprobd que se requeria un
portador acido, por lo que lo primero que se llevd a cabo fue el estudio del

pH necesario. Tras estudiar la influencia de diferentes acidos, asi como
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distintas concentraciones de cada uno de ellos, se seleccioné como portador

acido sulfurico 0.6 M.

De igual forma, la disolucion de muestra también requeria un medio acido
para obtener la sefial analitica; tras los consiguientes estudios, se eligié una

concentraciéon 0.1 M de H,S0,4 como 6ptima.

Por ultimo, se procedid a estudiar la concentracién optima de ion
permanganato. Como puede observarse en la Figura V.28, la sefal analitica
obtenida es méaxima en el rango de concentracién 10™ - 4x10™ M. Se

decidid escoger 2x10™* M como concentracién éptima de permanganato.
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Figura V.28. Fstudio de la influencia de la concentracion de permanganato en el

sensor monoparametro para la determinacion de acido salicilico.

D) Determinacién de fuberidazol y ortofenilfenol: En este caso se realiza la

separaciéon de los analitos empleando una cantidad adicional de soporte
solido, gel de silice Cig, en la misma célula de flujo. El portador, 30%
MeOH:H,0 (v:v), es a su vez eluyente para el fuberidazol; tras la obtencién
de la sefial analitica del fuberidazol, se emplea una disolucién eluyente del
60% MeOH:H,O (v:v) para eluir al ortofenilfenol de la parte superior del

soporte sélido, producir su sefial analitica y regenerar el soporte sdlido.
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Sin embargo, en este sensor no fue suficiente sélo optimizar el porcentaje
de metanol en portador y eluyente, sino que también fue fundamental la
seleccidon del pH de la muestra para lograr la separacion. Se observé que
debido a la estructura del fuberidazol, con grupos susceptibles de ser
protonados a pH &acido, la retencion del mismo podia regularse en funcion
del pH, de forma que con concentraciones de HCI elevadas en la muestra se
favorecia la separacion de ambos analitos; la elucion del fuberidazol se
producia mas rapida a mayor concentracién de HCl en la muestra. Se

selecciond una concentracién 0.5 M de HCI para conseguir dicha separacion.

E) Determinacién de bitertanol: Al tratarse de un sensor monoparametro, el

portador se escoge de tal forma que proporcione la maxima sensibilidad
posible, a la vez que consiga la elucién del analito del soporte sdlido (gel de

silice C;g). Se escogié como 6ptimo un portador 70% MeOH:H,0 (v:v).

La naturaleza de la disoluciéon de la muestra viene determinada por el
procedimiento de extraccién. El extracto final de los platanos estda en una
disolucion de metanol 100 %. Se realiza una dilucién 1:5 con agua
desionizada antes de introducirla en el sistema de flujo; por consiguiente, la

muestra ird preparada en MeOH:H,0 (v:v) 20%.

Por ultimo, destacar que debido a la matriz tan compleja que se analiza en
este sistema, tras cada determinaciéon fue necesario emplear una pequefia
cantidad de MeOH al 100% para regenerar completamente el soporte

solido.

* Optosensores desarrollados empleando el analisis por

inyeccion secuencial

A) Determinacion de labetalol: Para este sensor se estudié tanto el

porcentaje de metanol en el portador, como el pH de la disolucién de la

muestra. En el caso del portador, se observé que al aumentar el porcentaje
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de metanol, la sefial del analito iba disminuyendo (puesto que se producia
su rapida elucion del soporte sdélido, sin permitir su preconcentracion), pero
que para porcentajes de metanol inferiores al 20% no se conseguia su

elucion. Finalmente se escogié 20% MeOH:H,0 (v:v) como dptimo.

Por otra parte, la maxima sefal de fluorescencia se obtenia para pH
superiores a 8 en la disolucion de muestra, manteniéndose la sefal
aproximadamente constante. Sin embargo, la mejor repetitividad se obtuvo
para pH 13, es decir, una concentracion 0.1 M de NaOH, siendo por tanto la

escogida.

B) Determinacion de paracetamol: En este sensor se midio la fluorescencia

obtenida tras la reaccion del paracetamol con nitrito en medio acido, lo que
produce su nitrosacion. Posteriormente a esta reaccidn, fue necesario afiadir
una disolucion de hidréxido sédico para estabilizar el producto de reaccion.
Ademads, también se optimizd el tiempo de reaccidén en cada paso del
proceso de derivatizacion. Las condiciones oOptimas para el primer paso
fueron: 50 pl NaNO, 1000 mg I, 30 pl HCI 0.2 M y cinco minutos de tiempo
de reaccién. Para el segundo paso, se decidié usar 1 ml de hidroxido sodico
2 My se comprobd que cinco minutos era el tiempo necesario para obtener

una senal analitica estable tras la alcalinizacion de la disolucion.

Una vez obtenido y estabilizado el producto de reaccion, se pas6 a optimizar
el portador. Hubo que tener en cuenta no sélo conseguir la maxima senal
analitica, sino también lograr que el propio portador eluyera el compuesto
del soporte sélido (puesto que quedaba muy fuertemente retenido).
Teniendo en cuenta que el compuesto es anidnico, se utilizé un pH acido en
el portador. Se empled acido clorhidrico, y se observé que era necesario un
pH inferior a 1 para conseguir la regeneracion del soporte sdlido.

Finalmente, se seleccioné como portador HCI 0.2 M.

C) Determinacién de &cido salicilico (terbio): En este sensor se empled

como técnica de deteccién la luminiscencia sensibilizada por terbio, por lo
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gue se estudiaron el pH y fuerza idnica de portador y muestra, asi como la
concentracidon de terbio. La maxima sefial se obtuvo en el rango de pH 4.5-
6. En este rango de pH el acido salicilico esta negativamente cargado, por lo
gue se retiene en el soporte solido (una resina anidnica); por tanto, la
formacion del complejo con el terbio se producia sobre la misma zona
sensora. Se selecciond un valor de pH 5.5 como éptimo. Debido a que la
fuerza id6nica tanto en la muestra como en el portador disminuia
considerablemente la senal analitica, se decidi® emplear agua desionizada

en ambas disoluciones.
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Figura V.29. Estudio de la influencia del pH del portador sobre el acido

salicilico.

Por otra parte, se estudié la concentracién de terbio necesaria para obtener
la mayor sensibilidad posible. Se observd que la sefial neta de luminiscencia
aumentaba con la concentracién de terbio hasta 2x1072 M, decidiéndose por
tanto emplear ésta como la concentracién 6ptima, puesto que mayores

concentraciones no mejoraban la sefal analitica.

D) Determinacién de acido ascoérbico, piridoxina y riboflavina: En este doble

sensor vamos a distinguir entre las variables quimicas, por una parte, para
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la determinacidon quimioluminiscente del acido ascorbico y, por otra parte,

para la determinacion flurorescente de la piridoxina y la riboflavina.

En el caso de la detecciéon quimioluminiscente, se requeria un medio acido
para que se produjera la reaccion entre el acido ascérbico y el
permanganato, reaccién que se producia directamente sobre el soporte
solido. Se comprobd que el acido que proporcionaba mejor sefial era el
H,SO.4, y que la sefial aumentaba hasta concentracién 1 M, que fue la
escogida. Por otra parte, hubo que optimizar la concentracion de
permanganato para obtener la reaccidn quimioluminiscente; la maxima
sefial se alcanzaba para una concentracién de permanganatol0™® M,
manteniéndose constante para valores mayores, como puede verse en la

Figura V.31. Se escogié 2x10* M como concentracién éptima.
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Figura V.30. Estudio de la influencia de la concentracién de permanganato en el

sensor monoparametro para la determinacion de acido ascoérbico.

En el caso de la determinacién fluorescente de los otros dos analitos, se
requeria un pH 2 o inferior en el portador para lograr la separacién de
ambas vitaminas. Teniendo en cuenta que Ila sensibilidad obtenida
empleando como portador H,SO, 1M, la concentraciéon 6ptima para la
reaccion quimioluminiscente, era suficiente para las aplicaciones analiticas,
se decidido emplear el mismo portador para las dos técnicas de deteccion. A

este pH, la riboflavina quedaba retenida en el soporte sélido mientras que la
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piridoxina desarrollaba su sefial analitica y era eluida por el mismo
portador. Para eluir la riboflavina de la parte superior del soporte sélido, se

empled una disoluciéon eluyente 20% MeOH:H,0 (v:v).

Por ultimo, a la hora de decidir la preparacién de la muestra, se dedicd
especial atencion a la separacién de las dos vitaminas fluorescentes. De
esta forma, se decidié preparar la muestra a un pH 2, el éptimo para la
separacién, y comprobar la sensibilidad del acido ascoérbico. Puesto que se
observd una buena sefial quimioluminiscente, se escogié finalmente este
pH. Se probaron varios acidos para ajustar el pH y se observd que, mientras
gue para las vitaminas fluorescentes la sefal era independiente del acido
empleado, para el acido ascérbico se obtenia mejor sensibilidad empleando
acido sulfurico, por lo que se empled este ultimo para ajustar el pH de la

muestra.

4.3 Variables hidrodinamicas del sistema de flujo

En este apartado hay que considerar las diferencias entre los métodos
desarrollados que emplean sistemas de flujo FIA convencionales, sistemas
gue usan valvulas solenoide y sistemas que emplean SIA. Empleando la
valvula rotatoria de seis puertos o el sistema SIA se introduce la cantidad
de muestra o reactivos midiendo el volumen correspondiente. Sin embargo,
en el modo de multiconmutacién con valvulas solenoide de tres vias, el
volumen de disolucidn a introducir se controla por el tiempo y el caudal. Por
tanto, en los dos primeros métodos, la inyeccién se puede considerar como
de volumen constante, mientras que en los sistemas empleando
multiconmutacién se trata de una inyeccion en funcién del tiempo. Por esto,
en los optosensores en flujo que emplean multiconmutacién hay que
optimizar el tiempo de insercion, lo que permite desarrollar métodos de
insercion de muestra basados en el tiempo. Otra consecuencia es que la
sensibilidad del método dependera de forma directa tanto del tiempo de

insercion de muestra como del caudal.
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4.3.1. Variables hidrodinamicas del sistema de flujo empleando

valvulas rotatorias de seis vias

mpleando las variables quimicas seleccionadas anteriormente, se procedid a
realizar el estudio de las variables del sistema de flujo: Caudal y volumen
de muestra inyectado. Estos estudios se llevaron a cabo manteniendo

constante el diametro interno de los tubos de bomba.

Caudal

El efecto del caudal se estudié insertando disoluciones de los analitos a
diferentes caudales, los cuales se obtenian incrementando la velocidad de
giro de la bomba peristaltica. Para obtener el valor del caudal en ml min™ es
suficiente medir el tiempo que emplea un determinado volumen de
disolucidon en salir del sistema hacia el desecho una vez establecida la

configuracién del sistema de flujo.

Por regla general, se observa que al aumentar el caudal del sistema
disminuye la altura de los picos (disminuye la sensibilidad) y aumenta la
frecuencia de muestreo. Por consiguiente, hay que adoptar una solucién de

compromiso entre ambos efectos.

Volumen de muestra inyectado

Para establecer la influencia del volumen de muestra en la determinacion de
cada uno de los analitos, se modifica el volumen de inyeccién mediante la

utilizacion de bucles de voliumenes diferentes.

Se producird un incremento de sensibilidad al incrementar el volumen de
muestra usado para el andlisis. Este aumento es lineal hasta un
determinado volumen, por encima del cual la sefal analitica tiende a

estabilizarse.
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Esta dependencia de la sefial con el volumen aumenta la versatilidad del
optosensor ya que permite trabajar con amplios margenes de
concentraciones de los analitos, con solo variar el volumen de muestra
inyectado. El uso de un volumen de inyeccion grande se traduce en un
aumento de la sensibilidad, debido a que se fija una mayor cantidad de
analito sobre la misma masa de soporte sélido. El Unico inconveniente de
usar grandes volumenes de muestra es que se requiere un mayor tiempo
para cada determinacion, con lo que se produce una disminucién en la

frecuencia de muestreo.

Como ejemplo se muestran los resultados obtenidos en este estudio para el

sensor para la determinacion de norfloxacino.
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Figura V.31. Estudio de la influencia del volumen de muestra en el sensor

monoparametro para la determinacion de norfloxacino.
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Tabla V.2. Resumen de las variables del sistema de flujo para los sensores

empleando valvulas rotatorias de seis vias.

Sensor Volumen de muestra (pl) Caudal (ml min-1)

Rango Rango Valor Rango Valor

estudiado linealidad  escogido  estudiado  escogido

Norfloxacino 200-1600  200-900 900 0.5-1.1 0.9
Carbendazima’ 200-1200

Carbofurano! 200-3100  200-1500 2000 0.5-1.2 1
Benomilo! 200-1500

! Sensor triparametro

4.3.2. Variables hidrodinamicas del sistema de flujo empleando un

sistema de multiconmutacion

En los sistemas basados en multiconmutacidn, la insercion de muestra se
realiza a tiempo fijo. Esto conlleva, como se ha comentado anteriormente,
que el volumen de muestra insertado vendra determinado por el tiempo en
el que la valvula correspondiente esta abierta asi como del caudal escogido.
En este caso, primero se selecciond el valor de caudal maximo que hiciese
que la senal fuese mayor (a tiempo de insercion de muestra constante) sin
que se generasen problemas de sobrepresiones en el sistema. A
continuacion se estudié el tiempo de insercidon de muestra, empleando el

flujo previamente seleccionado.

Los caudales y tiempo de insercion de muestra escogidos se resumen en la
Tabla V.3.
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Tabla V.3. Resumen de las variables de flujo para los sistemas

multiconmutados

Sensor Tiempo de muestra (s) Caudal (ml min-1)

Rango Valor Rango Valor

estudiado  escogido  estudiado  escogido

Furosemida

10-150 50 0.8-1.5 1.5
Triamtereno
Acido pipemidico 10-60 50 0.7-1.2 1
Acido salicilico 10-80 40 0.5-1.2 1
Fuberidazol

20-200 120 0.6-1.2 1.1
Ortofenilfenol
Bitertanol 10-180 60 0.6-1.2 1

4.3.3. Variables hidrodinamicas del sistema de flujo empleando el

analisis por inyeccion secuencial

En este caso el caudal se determina por medio del software modificando la
velocidad del pistdon de la jeringa del sistema SIA. Como ya se ha
comentado anteriormente, un aumento del caudal provocard tanto la
disminucion de la sefial analitica como el incremento de la velocidad de

muestreo.

Una vez optimizado el caudal, se optimizara el volumen de insercidn de
muestra, seleccionandolo de tal forma que nos proporcione la sensibilidad
requerida para las aplicaciones analiticas, pero siendo el menor posible para
aumentar la frecuencia de muestreo. En la tabla siguiente se resumen los

valores optimos escogidos.



Sensores de flujo continuo con deteccion.../EuLocro J. LLORENT MARTINEZ 147

Tabla V.4. Resumen de variables de flujo en sistemas SIA

Sensor Volumen de muestra () Caudal (ml min-1)
Rango Valor Rango Valor
estudiado escogido estudiado  escogido

Labetalol 100-2500 1500 0.5-1.2 0.9
Paracetamol 100-2000 1500 0.6-1.1 0.9
Acido salicilico 100-1800 1000 0.6-1.3 1.2
Acido ascérbico 400

Piridoxina 100-1500 0.6-1.3 1.1
Riboflavina o0

4.4. Variables instrumentales

Todos los sensores desarrollados en esta Memoria incluyen una deteccién
luminiscente, por lo que es necesario optimizar algunas variables
instrumentales, como son la anchura de las rendijas de excitacion y
emisidn, voltaje del tubo fotomultiplicador y tiempo de retardo (en el caso

de la luminiscencia sensibilizada por lantanido).

4.4.1. Anchura de rendijas de excitacion y emision

El estudio de la influencia de la anchura de las rendijas de excitacidon y
emisidn sobre la sefal analitica se llevd a cabo en todos los casos excepto
en los sensores en los cuales se empled la quimioluminiscencia como
técnica de deteccion. Para este estudio, se inserta un volumen de analito vy,
una vez fijado en la zona de deteccion y alcanzada la sefial maxima, se
detiene el flujo para medir la sefal analitica a distintos valores de anchura
de rendijas. Para estudiar como varia la sefial con la rendija de excitacion se
mantenia fija la rendija de emisidén y se variaba la de excitacion. Y viceversa

para la anchura de rendija de emision.
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Es necesario obtener elevadas sefales correspondientes al analito, y
bajas sefiales de fondo debidas a la emisién del soporte sélido. En la tabla
siguiente se muestran a modo de ejemplo los resultados obtenidos para el

sensor fluorescente monoparametro para la determinacion de bitertanol.

Tabla V.5. Estudio de rendijas de excitacion y emisién para el bitertanol.

R emision 5 nm R emision 10 nm R emision 20 nm
R oxcitacic Linea Linea Linea
excitacion B|T2 B|T2 BITZ
base! base! base!
2.5nm N.E. N.E. 4 10 25 35
5nm 11 20 45 70 160 320

10 nm N.E NE 165 290 SAT SAT
20 nm N.E NE 380 475 SAT SAT

NE: No ensayado.
SAT.: Saturacién del detector (> 1000 u (I.R.F.))
! Intensidad de fluorescencia debida al soporte sdlido (linea base), I.R.F.

2 Intensidad de fluorescencia de bitertanol (neta), I.R.F.

Como se puede observar en la tabla anterior, a valores mayores de
rendijas, aumenta la sefial de luminiscencia. Pero a la vez se observa el
aumento producido en la sefial de fondo que proporciona el soporte soélido.
En este caso, como solucion de compromiso entre una sefnal de fondo baja y
un valor de intensidad de fluorescencia alto, se eligieron como valores de
anchura de las rendijas de excitacion y emision 5 y 20 nm,
respectivamente, ya que proporcionaban una elevada sefal del analito

ademas de una alta razon sefal analito/ sefial de soporte sélido.
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4.4.2. Variables instrumentales para luminiscencia sensibilizada por

terbio

En el caso de deteccion empleando Iuminiscencia sensibilizada por
lantanido, es necesario optimizar el “delay time” o tiempo de retardo y el

“gate time”.

- El tiempo de retardo es el tiempo que tarda en comenzar a
adquirir el equipo la sefial de emision tras producirse la excitacion;
esta variable nos proporciona la condicién necesaria para que no
se adquiera sefial de fluorescencia, sino sélo senal de
luminiscencia retardada. En todos los casos se emplea 0.1 ms,
tiempo suficiente para eliminar la sefial de fluorescencia y, a la
vez, obtener la maxima sefial analitica, puesto que conforme pasa
el tiempo la sefial de luminiscencia va siendo cada vez menor.

- Por otra parte, el “gate time” es el tiempo que el equipo adquiere
la sefial analitica. En todos los sensores desarrollados se
observaba el maximo de sefal de luminiscencia empleando 3 6 4

ms.

4.4.3. Voltaje del tubo fotomultiplicador.

La influencia del voltaje del tubo fotomultiplicador es una variable critica en
todos los sensores desarrollados. Al aumentar el voltaje, se produce un
aumento en la sefial luminiscente en todos los casos. Es de vital
importancia conseguir el maximo aumento posible en la senal analitica pero
teniendo en cuenta que la sefal producida por el soporte sdlido no sea
demasiado grande. A modo de ejemplo se muestra en la siguiente tabla el

estudio desarrollado para la furosemida.
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Tabla V.6. Estudio del voltaje del tubo fotomultiplicador para la furosemida

Voltaje (V) Linea base! Furosemida?

400 0 1

500 0 4

600 13 18

700 50 71

750 96 129

800 174 246

825 222 333

850 330 490

! Intensidad de fluorescencia debida al soporte sélido (linea base),

I.R.F.
2 Intensidad de fluorescencia de la furosemida (neta), I.R.F.

En el caso de usar deteccion quimioluminiscente, el aumento de la ganancia
del tubo fotomultiplicador no influye en la sefial producida por el soporte
sdélido, pero si que produce una disminucidn en la repetitividad del sistema.
Por consiguiente, se escogera la maxima ganancia posible (para aumentar

la sefal debido al analito) que nos permita una buena repetitividad.

En la Tabla V.7. se resumen las variables estudiadas en este apartado en

los distintos sensores desarrollados.
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Tabla V.7. Resumen de variables instrumentales

Sensor Rendijas’ Delay time; gate time PMT2
CBZI/CF/BNM 520 625
NFX 20/20 0.1 ms; 4 ms 500
FR/TRI 5/10 825
PA 20/20 0.1 ms; 3 ms 600
SA (QL) 14
FBZ/OPP 5/20 600
BIT 520 600
LBT 340 + 40/435 (390-510)3

PCT 340 + 40/435 (390-510)3

AS (L.S.T.) 20/20 0.1 ms; 4 ms 600
Vit.C 14
Vit. B2/B6 520 600

CBZ:/CF/BNM: Carbendazima/Carbofurano/Benomilo; NFX: Norfloxacino; FR/TRI:
Furosemida/Triamtereno; PA: Acido pipemidico; SA (QL): Acido salicilico, sensor
quimioluminiscente; FBZ/OPP: Fuberidazol/O-fenilfenol; BIT:Bitertanol; LBT:
Labetalol; PCT: Paracetamol; AS (L.S.T.): Acido salicilico, sensor luminiscente

sensibilizado por terbio.

! Rendijas de excitacién/emisiéon (nm/nm)
% Voltaje del tubo fotomultiplicador (V)
3 Se emplearon filtros para la excitacién y la emisién

4 Ganancia del tubo fotomultiplicador

5. CALIBRACION DE LOS OPTOSENSORES: PARAMETROS
ANALITICOS

En todos los sensores propuestos se ha empleado calibracidn univariante.
La calibracidon univariante utiliza relaciones sencillas entre los datos

independientes, entendidos como los valores de concentracion, y los datos
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dependientes, siendo éstos las sefiales analiticas (intensidad relativa de

luminiscencia).

En los métodos univariantes se resuelve una Unica ecuacién basada en una
Unica sefial analitica (en nuestro caso, luminiscencia: Fluorescencia,
guimioluminiscencia o luminiscencia sensibilizada por lantanido) para
predecir la concentraciéon. Uno de los métodos mas simples es la regresion
lineal, en el que la sefal analitica se relaciona con las concentraciones de
los constituyentes mediante una ecuacién polindmica de primer grado. La
técnica mas empleada es la regresion por minimos cuadrados, que se
emplea para resolver la ecuacion del modelo relacionando los datos de la

sefial analitica con concentraciones conocidas de los constituyentes.

Se comprueba la existencia de una relacién lineal entre la sefal analitica y
la concentracion de cada uno de los analitos a determinar. Para ello se
construyen, en las condiciones O6ptimas de trabajo en cada caso, las
funciones de calibrado, consistentes en la representacion de las parejas de

datos senal analitica-concentracion.

Para determinar las funciones de calibrado, las variables quimicas, de flujo e
instrumentales se mantuvieron fijas en los valores anteriormente
optimizados, y se insertaron volimenes iguales de disoluciones patréon de
los analitos de diferente concentracion registrandose las correspondientes

sefales analiticas.

En el desarrollo de cada sensor también se estudiaron los demas
parametros analiticos, como repetitividad, limites de deteccién vy
cuantificacion, y frecuencia de muestreo.

Repetitividad

Con objeto de evaluar la precisidén y repetitividad del método propuesto,

para cada sensor se realizan inserciones sucesivas de diez disoluciones de
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cada analito de igual concentracidon con el volumen o tiempo de muestra
seleccionado en cada caso, midiendo la sefial analitica. Un analisis
estadistico de los datos proporciona la desviacion estandar relativa (RSD)

para cada sensor.

Limite de deteccidn y cuantificacion

Por el término limite de deteccién de una magnitud se entiende al valor
minimo de la misma que puede afirmarse que es distinto de cero. En
nuestro caso la magnitud medida es la sefial analitica (intensidad relativa de
luminiscencia), Y. Denominaremos Y, al limite de deteccion de esta
magnitud, el cual corresponde a la incertidumbre sobre el valor de Y cuando
ésta tiende a cero. Segun el caso, Y, es igual bien al limite de sensibilidad
del aparato de medida, bien a Ila incertidumbre sobre los errores
sistematicos, o bien, a la incertidumbre sobre la precision de los resultados.
Cuando Y es igual a Y|, es decir cuando el error absoluto sobre la medida se

iguala a la magnitud a determinar, entonces el valor obtenido Y cumple:

0<Y<Yp+ 30
donde:
Y,: sefal analitica media obtenida para el blanco

c: desviacién estandar para el blanco

Se admite como limite de deteccidn el valor [318]:
Y|_ = Yb + 30

El limite de deteccidén en términos de concentracién, c,, se obtendra usando
la funcién de calibrado:

c=(Y-Yp)/m=3c/m

siendo m la pendiente de la recta de calibrado.
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Conforme la senal analitica (Y) crece por encima del limite de deteccién,
crece la concentracién aparente del analito. Como criterio minimo, la regién

de cuantificaciéon debe estar claramente por encima del limite de deteccidn.

Se admite la siguiente definicion [319]:
Yo=Yy + 100
donde:
Yq: sefial analitica correspondiente al limite de cuantificacion.
Yy: sefal analitica obtenida para el blanco.

c: desviacién estandar para el blanco.

El limite de cuantificacion en términos de concentracion, cq, se obtendra a
partir de la funcién de calibrado:
CQ=(YQ'Yb)/m= 106/m

donde m es la pendiente de la recta de calibrado.

Para la determinacion del limite de deteccidon y cuantificacidén se insertd diez
veces sucesivas el blanco de cada sensor, es decir, muestras que contenian
todos los componentes excepto el/los analito/s, registrandose las sefiales

analiticas para los volimenes de muestra seleccionados.

Frecuencia de muestreo

La frecuencia de muestreo da una idea de la velocidad de analisis, indicando
el nUmero de muestras que se pueden analizar con los sensores propuestos

en una hora.

Las variables hidrodinamicas del sistema (caudal y volumen / tiempo de
muestra insertado) influyen en este parametro, de forma que cuanto mayor
sea el caudal y menor el volumen o tiempo de muestra, mayor sera la

frecuencia de muestreo.
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A continuacién se detallan los parametros analiticos obtenidos para cada

uno de los sensores descritos.

5.1. Optosensores desarrollados empleando valvulas rotatorias de

seis vias

5.1.1. Optosensor para la determinacion de carbendazima,

carbofurano y benomilo

Tabla V.8. Resumen de los parametros analiticos del sensor triparametro

para la determinacion de carbendazima, carbofurano y benomilo.

Parametro CBZ CF BNM
Rango dinamico lineal / ng ml-* 80-1600 250-2700 150-2000
Limite de deteccién / ng ml-! 15 68 35
R.S.D. (%) (n=10) 3.48 (400)2  3.21(800)a 2.4 (700)
Frecuencia de muestreo / h-! 7

2 Nivel de concentracién en ng ml™*

5.1.2. Optosensor para la determinacion de norfloxacino

Tabla V.9. Resumen de los parametros analiticos del sensor

monoparametro para la determinacién de norfloxacino.

Parametro Norfloxacino
Rango dinamico lineal / ng ml-* 10-150
Limite de deteccion / ng ml-! 1.5
R.S.D. (%) (n=10) 1.82 (50)2
Frecuencia de muestreo / h-! 20

2 Nivel de concentracién en ng ml™,



Sensores de flujo continuo con deteccion.../EuLocro J. LLORENT MARTINEZ 156

5.2. Optosensores desarrollados empleando un

multiconmutacion.

5.2.1.

triamtereno.

Optosensor para

sistema de

la determinacion de furosemida y

Tabla V.10. Resumen de los pardmetros analiticos del sensor biparametro

para la determinacién de furosemida y triamtereno.

Parametro Furosemida Triamtereno
Rango dindmico lineal / ng mi-! 50-1200 0.4-8
Limite de deteccion / ng ml-* 15 0.10
R.S.D. (%) (n=10) 244 0822
Frecuencia de muestreo / h-! 10

2 Nivel de concentracién en ng ml™

5.2.2. Optosensor para la determinacion de acido pipemidico

Tabla V.11. Resumen de los parametros analiticos del sensor

monoparametro para la determinacién de acido pipemidico.

Parametro Acido pipemidico
Rango dindmico lineal / ng mi-! 6-200
Limite de deteccién / ng ml-! 1.8
R.S.D. (%) (n=10) 2.1(100)2
Frecuencia de muestreo / h-! 15

2 Nivel de concentracién en ng ml™,
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5.2.3. Optosensor para la determinacion de acido salicilico.

Tabla V.12. Resumen de los parametros analiticos del sensor

monoparametro para la determinacion de acido salicilico.

Parametro Acido salicilico
Rango dindmico lineal / ug ml-* 1-30
Limite de deteccién / ug ml-* 0.3
R.S.D. (%) (n=10) 3.1(8)2
Frecuencia de muestreo / h-! 30

2 Nivel de concentraciéon en pg mi™.

5.2.4. Optosensor para la determinacion de fuberidazol y orto-

fenilfenol.

Tabla V.13. Resumen de los parametros analiticos del sensor

monoparametro para la determinacion de acido salicilico.

Parametro FBZ OPP
Rango dindmico lineal / ng ml-! 0.6-13 20-350
Limite de deteccion / ng ml-1 0.18 6.1
R.S.D. (%) (n=10) 2.3(6)a 3.9 (200)a
Frecuencia de muestreo / h-! 12

2 Nivel de concentracién en ng mi™*
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5.2.5. Optosensor para la determinacion de bitertanol.

Tabla V.14. Resumen de los parametros analiticos del sensor

monoparametro para la determinacion de bitertanol.

Parametro

Bitertanol

Rango dinamico lineal / mg kg-!
Limite de deteccion / mg kg-!
R.S.D. (%) (n=10)

Frecuencia de muestreo / h-1

0.045 - 1
0.014
1.8(0.15)@

15

2 Nivel de concentracién en mg kg™.

5.3. Optosensores desarrollados empleando el analisis por inyeccion

secuencial.

5.3.1. Optosensor para la determinacion de labetalol.

Tabla V.15. Resumen de los parametros analiticos del sensor

monoparametro para la determinacion de labetalol.

Parametro

Labetalol

Rango dindmico lineal / ng ml-
Limite de deteccion / ng ml-!
R.S.D. (%) (n=10)

Frecuencia de muestreo / h-!

10 - 250
3.3
3.4 (100)2
10

2 Nivel de concentracién en ng mi™,
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5.3.2. Optosensor para la determinacion de paracetamol.

Tabla V.16. Resumen de los parametros analiticos del sensor

monoparametro para la determinacion de paracetamol.

Parametro Paracetamol
Rango dindmico lineal / ug ml-1 6.6-80
Limite de deteccién / ug ml-! 2
R.S.D. (%) (n=10) 2.5(20)a
Frecuencia de muestreo / h-1 10

2 Nivel de concentracion en pg mi™.

5.3.3. Optosensor para la determinacion de acido salicilico.

Tabla V.17. Resumen de los parametros analiticos del sensor

monoparametro para la determinacién de acido salicilico

Parametro

Acido salicilico

Rango dindmico lineal / ng ml-*
Limite de deteccion / ng ml-!
R.S.D. (%) (n=10)

Frecuencia de muestreo / h-!

150 — 2500
455
2.71 (500) 2
14

2 Nivel de concentracién en ng ml™..
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5.3.4. Optosensor para la determinacion de acido ascorbico,

riboflavina y piridoxina.

Tabla V.18. Resumen de los parametros analiticos del doble sensor para la

determinacion de acido ascérbico, riboflavina y piridoxina.

Parametro Piridoxina  Riboflavina  Acido ascérbico
Rango dinamico lineal / ug mL-1 04-4 0.026-0.55 30-150
Limite de deteccién / g mL- 0.12 0.008 9.1
R.S.D. (%) (n=10) 3.2(2)a 29(0.2)2 4.3 (50)a
Frecuencia de muestreo / h-1 8

2 Nivel de concentracion en pg mL™

6. ESTUDIO DEL EFECTO DE POSIBLES ESPECIES INTERFERENTES

Cuando se optimiza un método basado en un optosensor en flujo, es
necesario estudiar la selectividad que presenta el método propuesto a otras
especies potencialmente presentes en las muestras a las cuales se va a

aplicar el optosensor.

Se lleva a cabo un andlisis de la interferencia que puede producirse por la
presencia de distintas concentraciones de especies extrafias en la
disolucidn. Las especies extrafias que se han escogido para cada caso son
aquellas que mas frecuentemente acompafian a los analitos en las muestras

de aplicacién del sensor desarrollado.

Se emplean disoluciones que contienen los analitos correspondientes y
cantidades variables de la especie cuyo efecto se pretende estudiar.
Comparando la sefial analitica que producen estas disoluciones y la sefial
gue presenta la disolucidon exenta de ellas, se determina la tolerancia del

sensor a cada una de estas especies.
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Se establece como limite de tolerancia aquella concentracién de especie
extrafla por encima de la cual se origina un error relativo en la sefial
analitica mayor del 5 %. El limite de tolerancia se expresa como la relacion

especies extrafa/analito, en masa (m/m).

En general, hay que sefialar que la utilizacion de soporte sélido incrementa
significativamente la selectividad del método; esto es debido, por una parte,
a la preconcentracién del analito en la zona sensora y, por otra parte, a la
discriminacion que se produce en la retencion, puesto que sdélo especies
afines a la fase sélida empleada quedaran retenidas en ella, excluyendo de

la fase sdlida, por tanto, un gran numero de especies interferentes.

A continuacién se incluye el resumen de los resultados obtenidos en este

estudio.

6.1. Optosensores desarrollados empleando valvulas rotatorias de

seis vias

6.1.1. Optosensor para la determinacion de carbendazima,

carbofurano y benomilo

Este estudio se realiz6 con especies inorganicas y otros pesticidas organicos
(algunos de ellos con fluorescencia nativa) debido a que este optosensor se
aplicaria a muestras de aguas naturales. Los resultados obtenidos se
muestran en la siguiente tabla, y puede observarse la gran tolerancia para
todas las especies inorganicas y una tolerancia suficientemente alta como

para evitar interferencias en el estudio llevado a cabo con pesticidas.
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Tabla V.19. Estudio de especies interferentes: limites de tolerancia del
optosensor triparametro para la determinacion de carbendazima,

carbofurano y benomilo.

Tolerancia interferente / analito (m/m)
Especies extraias
CBZ (500)2  CF (1000) BNM (1000)

CO32, PO43Na*, NOs3-, Cl -,

2000¢ 1000°¢ 1000°¢

SO4%, AcO, K*, NHs *,

Aldicarb® 20¢ 10¢ 10¢
Metiocarb® 20¢ 10¢ 10¢
Bendiocarb® 20¢ 10¢ 10¢
Imazalil 20¢ 10¢ 10¢
Simazina 20¢ 10¢ 10¢
Morestan® 10 5 5
Aminocarb® 10 5 5

2Nivel de concentracién en ng ml™*
® Fluoréforo

¢ Maxima relacion ensayada

6.1.2. Optosensor para la determinacion de norfloxacino

En este caso las especies estudiadas como posibles interferentes son
aquellas especies presentes en fluidos bioldgicos, como acido Urico y
algunos iones. Los resultados, que se muestran en la tabla que aparece a
continuacion, indican que los limites de tolerancia obtenidos son bastantes
altos. Esta alta selectividad se debe a la separacidén que se lleva a cabo en
el soporte sdlido, que permite la separacion del analito del resto de
componentes de la matriz que no interaccionan con el soporte sélido, asi
como a la selectividad proporcionada por la luminiscencia sensibilizada por

lantanido.
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Tabla V.20. Estudio de especies interferentes: limites de tolerancia del

optosensor monoparametro para la determinacién de norfloxacino.

Especies extraias Tolerancia interferente/analito (m/m)2

Na*, Mg2+, K+, CI- 10000

I, Zn2+ 850

Urea 5000

Acido urico 450

Ca2*, NOs, COs%, SO42 2000

PO, 140

Cu2* 50

Fe3* 4

3 Para una concentracidn de norfloxacino de 100 ng ml™.

® Maxima relacién ensayada.

6.2. Optosensores desarrollados empleando un sistema de

multiconmutacion.

6.2.1. Optosensor para la determinacion de furosemida y

triamtereno.

En este caso las especies estudiadas como posibles interferentes son tanto
aquéllas que acompafian a estos principios activos en preparados
farmacéuticos, como otras especies presentes en fluidos bioldgicos (esto
ultimo sdlo para el triamtereno). Los resultados, que se muestran en la
tabla que aparece a continuacién, indican que los limites de tolerancia
obtenidos son superiores a los niveles que se encontrardn normalmente en
el tipo de muestras a analizar. Esta alta selectividad se debe al soporte
sdlido, que permite la separacion de los analitos del resto de componentes

de la matriz que no interaccionan con él.
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Tabla V.21. Estudio de especies interferentes: limites de tolerancia del

optosensor biparametro para la determinacidon de furosemida y triamtereno.

Tolerancia interferente / analito (m/m)

Especies extraias
Furosemida (800) 2 Triantereno (6)
Sacarosa, glucosa, lactosa 5000 5000
Urea, &cido urico 1000b
K*, Na*, CI- 1000b
NOj3-, CO32, PO43, SO42 2000
Cazt, Mgz, Cu?*, Mn2+, Fe3+, Zn2+, | 1000

@ Nivel de concentracién en ng ml™!

® Maxima relacién ensayada.

6.2.2. Optosensor para la determinacion de acido pipemidico

Al igual que en el caso anterior, se procedié a realizar este estudio con
posibles especies interferentes presentes tanto en preparados farmacéuticos
como en fluidos bioldgicos. En la siguiente tabla se muestran los resultados

obtenidos.
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Tabla V.22. Estudio de especies interferentes: limites de tolerancia del

optosensor monoparametro para la determinacion de acido pipemidico.

Especies extraias Tolerancia interferente/analito (m/m)a
Na*, K+, CI- 10000
Lactosa, sacarosa, almidon, urea,
acido urico 5000
CO32, NOs, SO4%, I 5000
PO 100
Mg2* 60
Ca2* 50
Cu2+ 20
Fed 3

2 para una concentracidn de acido pipemidico de 75 ng ml™.

 Maxima relacién ensayada.

6.2.3. Optosensor para la determinacion de acido salicilico.

Para este optosensor se realizé el estudio de interferencias para especies
que acompainan al analito en preparados farmacéuticos, empleando una
concentraciéon de &cido salicilico de 5 pg ml™. Las tolerancia observadas,
expresadas como la relacién masa interferente / masa analito fueron
superiores a 500 para lactosa y sacarosa y a 5 para dipropionato de
betametasona y Aacido lactico. Estas relaciones son mas de diez veces
superiores a las encontradas en farmacos de este principio activo en la

Farmacopea Espafiola.
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6.2.4. Optosensor para la determinacion de fuberidazol y orto-

fenilfenol.

Este estudio se realizd con especies inorganicas y otros pesticidas organicos
(algunos de ellos con fluorescencia nativa) debido a que este optosensor se
aplicaria a muestras de aguas naturales. Los resultados obtenidos se
muestran en la siguiente tabla, observandose en todos los casos tolerancias
suficientemente altas como para evitar cualquier interferencia por parte de

estas especies en la determinacion de los analitos.

Tabla V.23. Estudio de especies interferentes: limites de tolerancia del
optosensor biparametro para la determinacién de fuberidazol y orto-

fenilfenol.

Tolerancia interferente/analito (m/m)
Especies extrafias

Fuberidazol (10)2  Orto-fenilfenol (100)2

F-, Cl-, CO32, NOs, PO43,

10000°b 1000b
S04%, Nat, K+, NHg*
Imazalil, simazina,

1000°b 100b
morestan, clorosulfurén
Bendiocarb, aminocarb 1000°b 80
Propoxur, quinmerac, imazaquin 200 100¢b
Carbarilo 100 b 9
Carbofurano 100 50

2@ Nivel de concentracién en ng ml™!

b M&xima relacién ensayada.
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6.2.5. Optosensor para la determinacion de bitertanol.

Para este estudio, al igual que para el calibrado, se emplearon estandares
en matriz, fortificando los extractos obtenidos de las frutas con distintos
niveles de pesticida. Se realiz6 este estudio con una concentracién de 0.4
mg kg™ (usando un extracto de platano). La selectividad observada se debe
tanto a la discriminacidn establecida por el uso del soporte sélido, como a la
limpieza de los extractos obtenidos mediante el protocolo de extraccion
usado (una etapa de “clean-up”). Diferentes pesticidas que se suelen
emplear junto con los analitos fueron ensayados, obteniendo unos valores
de tolerancia bastante elevados para todos los compuestos estudiados,

incluyendo aquellos que presentaban fluorescencia nativa.

Tabla V.24. Estudio de especies interferentes: limites de tolerancia del

optosensor monoparametro para la determinacién de bitertanol.

Especies extraiias Tolerancia interferente/analito (m/m)a
Imazalil, aminocarb, bendiocarb, simazina 20b
Carbendazima, fenitrotion 15
Carbofurano 4
Carbarilo 1

3@ Ppara 0.4 mg kg™ de bitertanol.

b M&xima relacién ensayada.

6.3. Optosensores desarrollados empleando el analisis por inyeccion

secuencial.

6.3.1. Optosensor para la determinacion de labetalol.

En este caso las especies estudiadas como posibles interferentes son

aquellas especies presentes en fluidos biolégicos, como acido Urico y

algunos iones, asi como otros principios activos que puedan administrarse
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conjuntamente. Los resultados, que se muestran en la tabla que aparece a
continuacion, indican que los limites de tolerancia obtenidos son muy
superiores a las cantidades que pueden encontrarse en las muestras a

analizar, incluyendo el caso de otros principios activos.

Tabla V.25. Estudio de especies interferentes: limites de tolerancia del

optosensor monoparametro para la determinaciéon de labetalol.

Especies extraiias Tolerancia (interferente/analito) (m/m)a

Na*, K*, Mg?*, Ca2, C, I, CO3%, NOs,

S04%, urea, glucosa, sacarosa, lactosa, 1000v
almidén

PO43, acido Urico 800
Znz 200
Atenolol, hidroclorotiazida, bopindolol,

acebutolol 10p
Fe3*, Mn2* 10
Amilorida, pindolol 4

2 Para una concentracién de labetalol de 100 ng ml™.

® Maxima relacién ensayada.

6.3.2. Optosensor para la determinacion de paracetamol.

Teniendo en cuenta que este optosensor se aplicara a preparados
farmacéuticos, el estudio de interferencias se llevé a cabo para especies que
acompafan al analito en preparados farmacéuticos, observando tolerancias
mucho mayores que las habituales en farmacos, como se detalla a
continuacion. En particular, cabe destacar la alta tolerancia a la presencia
de acido acetilsalicilico (en comparacién con las cantidades habitualmente
presentes en farmacos), puesto que la interferencia de dicho compuesto es
especialmente significativa en otros métodos descritos en bibliografia [320].

Hay que resaltar que el uso de filtros no era suficiente para evitar la



Sensores de flujo continuo con deteccion.../EuLocro J. LLORENT MARTINEZ 169

interferencia del acido acetilsalicilico, sino que fue necesario emplear un
espectrofluorimetro para aumentar la tolerancia del sensor, como se

especifica en la tabla siguiente.

Tabla V.26. Estudio de especies interferentes: limites de tolerancia del

optosensor monoparametro para la determinacién de paracetamol.

Especies extrafias Tolerancia (interferente/analito) (m/m)a
Fructosa, sacarina 1000
Sacarosa, sorbitol 80
Lactosa 40
Cafeina, acido benzoico 5b
Acido ascérbico, propifenazona 4
Acido acetilsalicilico 16¢

2 para una concentracidon de paracetamol de 20 ug ml™.
® Maxima relacién ensayada.

¢ Usando el espectrofluorimetro, longitudes de onda 350/535 nm.

6.3.3. Optosensor para la determinacion de acido salicilico.

En este caso también se realizd el estudio de interferencias para especies
que acompafan al analito en preparados farmacéuticos, observando una
gran selectividad del sensor desarrollado. Se empled una concentracion de
acido salicilico de 1 pg ml? y se realizd el estudio para lactosa, sacarosa,
dipropionato de betametasona y acido lactico, encontrando tolerancias
superiores a 1000 para los dos primeros compuestos y superiores a 10 para
los dos ultimos. Estas relaciones son mas de diez veces superiores a las

encontradas en farmacos de la Farmacopea Espafiola.
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6.3.4. Optosensor para la determinacion de acido ascorbico,

riboflavina y piridoxina.

Puesto que este doble sensor se aplicara a la determinacién de los analitos
en preparados farmacéuticos, el estudio de interferencias se llevd a cabo
para compuesto que suelen acompanar a los analitos en dichos farmacos.
Ademas, también se estudié la posible interferencia de unos analitos sobre
otros (teniendo en cuenta que en este disefio no se separan los tres analitos

entre si). Los resultados obtenidos demuestran una gran selectividad.

Tabla V.27. Estudio de especies interferentes: limites de tolerancia del
doble optosensor para la determinacion de acido ascérbico, riboflavina y

piridoxina.

Tolerancia interferente/analito (m/m)

Especies extraiias ,
Piridoxina (2)2 Riboflavina (0.2)a Ac. ascorbico (50)2

Sacarosa, glucosa, lactosa 500 500 500
L-carnitina 200 20b 1b
Nicotinamida 12 200 10
Sacarina, acido félico 200 20b 0.2v
Tiamina 15 20b 0.20
Pantotenato célcico 20b 16 0.12
Piridoxina, riboflavina 0.20
Acido ascérbico 200 200

2 Nivel de concentracién en pg mi™.

 Maxima relacién ensayada.
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7. APLICACIONES ANALITICAS

Una vez desarrollados los métodos, se procedié a explorar las posibles
aplicaciones analiticas en muestras reales. A continuacidn, se enumeran las
diferentes muestras a las que han sido aplicados los métodos propuestos en

esta Memoria.

Tabla V.28. Aplicaciones para cada sensor desarrollado.

Sensor Muestra

Carbendazima / Carbofurano / Benomilo Aguas naturales

Norfloxacino Fluidos biolégicos
Furosemida / Triamtereno Farmacos, fluidos bioldgicos
Acido pipemidico Farmacos, fluidos bioldgicos
Acido salicilico Farmacos

Fuberidazol / Orto-fenilfenol Aguas naturales

Bitertanol Platanos

Labetalol Farmacos, fluidos bioldgicos
Acido salicilico? Farmacos

Paracetamol Farmacos

Piridoxina / Riboflavina / Acido ascérbico  Farmacos

@ Empleando multiconmutacién; ° Empleando SIA

7.1. Preparacion de las muestras

Las muestras son de naturaleza muy diversa y requieren un tratamiento
distinto en cada caso; esta etapa es, en general, mas o menos laboriosa en
funcion de la complejidad de la muestra. Una vez obtenida la muestra en las
condiciones adecuadas, se realizan en cada caso las diluciones necesarias
hasta que la concentracion se encuentre dentro del intervalo de la recta de
calibrado correspondiente. A continuacién se describen los procedimientos

de tratamiento de muestra para cada una de las aplicaciones ensayadas.



Sensores de flujo continuo con deteccion.../EuLocro J. LLORENT MARTINEZ 172

Aguas naturales

Los optosensores para la determinacion de pesticidas han sido aplicados a
la determinacién de estos analitos en muestras fortificadas de aguas
naturales. Estas aguas naturales (rio, pantano, pozo, etc) fueron filtradas a
través de wuna membrana Millipore de 0.45 pum, analizandose
inmediatamente. En los casos en los que procedia, la muestra se acidificaba

con HCI para asegurar la estabilidad del benomilo.

Frutas (platanos)

Para el optosensor descrito para el analisis de bitertanol en platanos se
empled el método “"QUEChERS” (“Quick, easy, cheap, effective, rugged and
safe”) descrito por Anastassiades y Lehotay [321]. Este método estd basado
en una etapa de extraccion liquido-liquido, seguida de una etapa de
purificacidn mediante el empleo de PSA (amina primaria-secundaria) como
sorbente. Con esta etapa de purificacion se elimina un gran nimero de
componentes de la matriz que pudiesen interferir, principalmente acidos
organicos y azucares. A continuacion se describe brevemente el

procedimiento.

Se toman 15 g de una muestra de fruta (con cascara y sin ningun tipo de
tratamiento previo) previamente triturada y homogeneizada (1 Kg.) y se
colocan en un tubo de centrifuga de 50 ml. A continuacién se afladen 15 ml
de acetonitrilo y se agita vigorosamente durante 1 minuto. Posteriormente
se afiaden 2.5 g de cloruro sddico y 6 g de sulfato de magnesio anhidro
(MgS0,) al tubo y se agita de nuevo durante 1 minuto. A continuacidn se
centrifuga durante 3 minutos a 3700 rpm. Se toman 5 ml del sobrenadante
y se llevan a un tubo de centrifuga de 15 ml, al cual se afiaden 250 mg de
PSA y 750 mg de MgSQ, anhidro, para llevar a cabo la etapa de purificacién.
El tubo se agita energéticamente durante 20 segundos, y se centrifuga de
nuevo (3 minutos, 3700 rpm.). Finalmente, se obtiene un extracto de

acetonitrilo 100 % que se diluye 10 veces antes de realizar el anélisis.
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Fluidos biolégicos

Los optosensores descritos para la determinacion de norfloxacino, labetalol,
acido pipemidico y furosemida/triamtereno fueron aplicados a muestras
fortificadas de orina y/o suero sanguineo. El Hospital Universitario “Ciudad
de Jaén” proporciond las muestras de suero (obtenidas tras coagulacién y
posterior centrifugacion a 3000 rpm durante 5 minutos). Las muestras de
suero (una vez fortificadas) eran diluidas con la disolucion necesaria y
filtradas a través de filtros con didametro de poro de 2.7 uym. Las muestras
de orina eran diluidas con el medio optimizado para la muestra y no

requerian filtracion alguna.

Preparados farmacéuticos

Todos los farmacos analizados se encontraban recogidos en la Farmacopea
Espafiola y contenian los analitos que se iban a determinar en diversas
formas de presentacion: comprimidos, capsulas, sobres, jarabes vy

disoluciones.

Los comprimidos fueron molidos en un mortero de agata y disueltos en el
disolvente apropriado mediante sonicacién durante 10 minutos. Los sobres
y los contenidos de las capsulas se disolvieron en el disolvente apropriado
con ayuda de un bafo ultrasonidos y se filtraron (cuando fue necesario).
Las disoluciones y jarabes se diluyeron directamente (y se filtré cuando fue

necesario).

7.2. Determinacion en muestras reales

Para evaluar el potencial analitico y aplicabilidad de los métodos propuestos
en esta Memoria, éstos fueron aplicados a la determinacién de los analitos
en muestras reales mediante el procedimiento descrito en cada caso. En

todos los casos las medidas se realizaron por triplicado, para obtener la
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media y la desviacion estandar de los datos. A continuacion se describen las
principales aplicaciones ensayadas para cada uno de los métodos descritos

en esta Memoria.

7.2.1. Optosensores desarrollados empleando valvulas rotatorias de

seis vias

7.2.1.1. OPTOSENSOR PARA LA DETERMINACION DE CARBENDAZIMA,
CARBOFURANO Y BENOMILO

Este sensor se aplicd al andlisis de cuatro muestras de aguas naturales. Las
muestras de agua analizadas no contenian ninguno de los tres analitos
estudiados; por tanto, para evaluar la precisién y la exactitud del método
propuesto se realizd un estudio de recuperacién de los tres pesticidas en
aguas naturales, preparando muestras de agua fortificadas a distintos
niveles de concentracidn. Los estudios se llevaron a cabo con un volumen
de muestra de 2000 pl a niveles de concentracidén entre 100 y 400 ng ml™
para la carbendazima y entre 200 y 600 ng ml* para el benomilo y
carbofurano. Como se puede ver en la siguiente tabla, en todos los casos
las recuperaciones obtenidas fueron entorno al 100 %, con desviaciones

estandares relativas menores de 3 %.
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Tabla V.29. Estudios de recuperaciéon del optosensor para la determinacion
de carbendazima, carbofurano y benomilo en aguas naturales fortificadas

con distintos niveles de concentracion de cada uno de los analitos

CBZ CF BNM

Anadido  Recuperacién  Afiadido  Recuperacion  Afiadido  Recuperacion
(ngmt)  +RSD (%)a (ngmb')  +RSD(%)2 (ngmk!)  +RSD (%)

100 100+ 2 200 99 +1 200 100.6 £0.8
Agua
200 100 £ 1 400 101 +1 400 98.1+0.6
de pozo
400 979+0.8 600 101.2+0.8 600 96 + 1
100 104 +2 200 98.6+0.9 200 101 +1
Agua
200 103+ 2 400 100.8+£0.7 400 101.2+0.5
de rio
400 98 +1 600 101.6+0.5 600 99 +1
100 103+2 200 98+2 200 101.9+0.8
Agua de
200 102 +2 400 100.8+0.8 400 98 +1
pantano 1
400 98+2 600 103+ 1 600 97.6+0.8
100 97 +2 200 99+3 200 103+2
Agua de
200 101 +1 400 101 +1 400 102+2
pantano 2
400 984+09 600 102 +1 600 101+1

7.2.2. Optosensor para la determinacion de norfloxacino

El optosensor desarrollado para la determinacion de norfloxacino fue
aplicado a muestras de orina y suero, obtenidas de voluntarios

aparentemente sanos. Se analizaron 4 muestras de orina y 4 muestras de
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suero; en todos los casos se llevd a cabo un estudio de recuperacion
fortificando las muestras con cantidades variables de norfloxacino. En el
caso de orina, la fortificacion se llevé a cabo para niveles de concentracion
entre 5y 40 ug ml?; estos niveles de concentracion son iguales o menores
a los que se suelen encontrar en orina tras la administracién del farmaco
[168]. En el caso de suero, los niveles de concentracién afiadidos fluctuaron
entre 2.5 y 30 yg ml’. Los resultados obtenidos se muestran en las tablas
siguientes, observandose recuperaciones cercanas al 100 % en todos los

Casos.

Tabla V.30. Estudios de recuperacién del optosensor para la determinacion
de norfloxacino en muestras de orina fortificadas con distintos niveles de

concentracion de norfloxacino.

Muestra  Cantidad afadida (ug mlI') Recuperacion * R.S.D. (%)?

10 95+2
Orina-1 15 95.7+£0.6
20 99+2
5 92+2
Orina-2 10 104 £ 1
15 107+2
5 105+ 3
Orina-3 20 94 +2
40 1024 £ 0.4
5 10212
Orina-4 15 98 +1
30 104 £2
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Tabla V.31. Estudios de recuperacion del optosensor para la determinacion de
norfloxacino en muestras de suero fortificadas con distintos niveles de

concentracion de norfloxacino.

Muestra  Cantidad afiadida (ug ml') Recuperacion * R.S.D. (%)2

5 940+2
Suero-1 75 104 + 2
10 104 £ 2
25 99 +1
Suero-2 10 92+1
30 103 £2
25 9M1+2
Suero-3 5 108 £ 2
10 95+ 1
25 104.8+0.8
Suero-4 10 96 £ 1
20 104 £ 1

7.2.2. Optosensores desarrollados empleando un sistema de

multiconmutacion.

7.2.2.1. OPTOSENSOR PARA LA DETERMINACION DE FUROSEMIDA Y
TRIAMTERENO.

El optosensor para la determinacién de furosemida y triamtereno se aplico
al andlisis de preparados farmacéuticos (para ambos analitos) y de suero y
orina (para triamtereno). Los preparados farmacéuticos analizados

(fdrmacos de la Farmacopea Espafiola) tenian la composicién siguiente:

- Comprimidos Salidur (Aventis): 40 mg de furosemida y 25 mg de
triamtereno por comprimido.

- Comprimidos Furosemida Cinfa (Cinfa): 40 mg de furosemida por
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comprimido.

- Ampollas Seguril (Aventis): 1 ampolla (2 ml) contienen 20 mg de
furosemida.

- Comprimidos Triniagar (Daker S. A.): 50 mg de triamtereno y 50
mg de mebuticida por comprimido.

En todos los casos de productos comerciales analizados, los resultados
obtenidos con el método propuesto concordaban con las composiciones
dadas por el fabricante. Los resultados para los productos farmaceuticos

analizados se muestran en la siguiente tabla.

Tabla V.32. Aplicacién del optosensor de furosemida y triamtereno para su

determinacion en diversos preparados farmacéuticos.

Furosemida Triantereno

Muestra Cantidad segiin Encontrado  Cantidad segin  Encontrado

fabricante (mg) *SD(mg)2 fabricante (mg) % SD (mg)?

Salidur 40 41608 25 26507
Furesemida cinfa 40 38207 - -
Seguril 20 206+0.9 - -
Triniagar - - 50 531038

@n=3

Ademas de comparar los resultados obtenidos con la composicidn
proporcionada por el fabricante para dichos productos farmacéuticos,
también se procedid6 a un estudio de recuperacion, fortificando dichos
farmacos con composiciones variables de uno o ambos analitos, segun el
caso. Los resultados (recuperaciones cercanas al 100 % en todos los casos)

se muestran en la tabla siguiente.
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Tabla V.33. Estudios de recuperacion del optosensor para la determinacion
de furosemida y triamtereno en productos farmacéuticos fortificados con

distintos niveles de concentracion de los analitos.

Furosemida Triantereno
Muestra Recuperacion £ Recuperacion +
Anadido (mg) Anadido (mg)
R.S.D. (%) R.S.D. (%)
20 103 £ 1 25 943+ 0.6
Salidur 40 98 + 2 50 96 + 1
50 96.1+ 0.8 75 98 + 1
15 9 + 1
Furosemida
cinfa % 1013
60 101.0+ 0.5
50 98+2
Triniagar - - 100 98+ 2
150 104 + 2
10 102+ 2
Seguril 20 98 + 2
40 100+ 1

an=3

Ademas de aplicar el sensor desarrollado a la determinacién de los analitos
en farmacos, también se intentd su aplicacion a muestras bioldgicas (suero
y orina). En el caso de la furosemida, debido a su mayor limite de
cuantificacion y al elevado efecto matriz y alta sefial de fluorescencia de la
matriz, su determinacién no fue posible. Por tanto, el optosensor fue
aplicado sélo a la determinacidén de triamtereno en suero y orina obtenidos
de voluntarios aparentemente sanos. Se llevd a cabo un estudio de
recuperacion fortificando cada muestra con los niveles de triamtereno
observados tanto en orina como en suero después de la administracién de
un farmaco [198, 322]. Los resultados obtenidos en ambas matrices se

detallan en las siguientes tablas.
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Tabla V.34. Estudios de recuperacién para la determinacion de triamtereno
en muestras de orina fortificadas con distintos niveles de concentracion de

los analitos.

Muestra Cantidad anadida (ug mIY)  Recuperacion (%) R.S.D. (%)2

0.09 100 2

Orina-1 0.18 101 1

0.3 101 3
0.5 98.9 0.3

Orina-2 0.75 106 2
1 103.8 0.4

0.08 101 2

Orina-3 0.15 100 1

0.25 98 4
0.3 102.1 0.9

Orina-4 0.6 107 1
1.5 99.6 0.4

0.5 99 1

Orina-5 1 102 2
2 100.3 0.8
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Tabla V.35. Estudios de recuperacion para la determinacion de triamtereno en
muestras de suero fortificadas con distintos niveles de concentracion de los

analitos.

Muestra Cantidad anadida (ug ml-) Recuperacion (%) R.S.D. (%)2

0.19 105 1
Suero-1 0.32 104.1 0.8
0.48 106 1
0.24 98.5 0.9
Suero-2 0.48 100 1
0.8 100 2
05 99 3
Suero-3 1 95.3 04
1.6 97.5 0.6
0.95 102 2
Suero-4 1.9 98 3
3.2 98 1
0.25 99 1
Suero-5 1 102 2
2 101 1

7.2.2.2. OPTOSENSOR PARA LA DETERMINACION DE ACIDO PIPEMIDICO

El optosensor para la determinacién de acido pipemidico fue aplicado al
anadlisis de preparados farmacéuticos, suero y orina. Todos los farmacos

utilizados fueron de la Farmacopea Espafola, con composicion:

- Comprimidos Galusan (Almirall Prodesfarma): 400 mg de acido
pipemidico por comprimido.
- Comprimidos Nuril (Almirall Prodesfarma): 400 mg de 4&cido

pipemidico por comprimido.
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En los farmacos analizados, el contenido de acido pipemidico obtenido por el
método desarrollado concuerdo perfectamente con el proporcionado por el
fabricante. Ademas, también se llevd a cabo un estudio de recuperacién
fortificando con diferentes cantidades de &cido pipemidico los farmacos
anteriormente analizados. Todos los resultados pueden observarse en la

siguiente tabla.

Tabla V.36. Aplicacién del optosensor de acido pipemidico a la
determinacion de su contenido en diversos preparados farmacéuticos.
Estudio de recuperacion fortificando dichos farmacos con cantidades

variables de acido pipemidico.

Cantidad segun fabricante (mg)  Encontrado (mg) R.S.D. (%)?
400 394 1
Galusan? Cantidad afiadida (mg) Recuperacion (%)
250 94 2
500 101 1
750 102 2
Cantidad segun fabricante (mg)  Encontrado (mg) R.S.D. (%)?
400 409 1
Nurilb Cantidad anadida (mg) Recuperacion (%)
350 105 1
550 94 2
750 99 2

an=3

Ademas de los analisis de preparados farmacéuticos también se realizaron
estudios de recuperacién en suero y orina, anadiendo cantidades conocidas
del
concentraciones fuesen del nivel que se espera encontrar en esas muestras
tras una doble dosis diaria de 400 mg de acido pipemidico [323, 324]: 1-85

ug ml? en orina y 0.8-3.6 pg ml! en suero. Los resultados de las

analito a distintos niveles de concentracion, de forma que las

recuperaciones, proximos al 100 % en todos los casos, se muestran en las

tablas siguientes.
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Tabla V.37. Estudios de recuperacion para la determinacion de acido pipemidico en

muestras de orina fortificadas con distintos niveles de concentracion del analito.

Muestra  Cantidad afiadida (ug ml')  Recuperacion (%) R.S.D. (%)?

10 100 2
Orina-1 20 103.5 0.8
30 102 1
1 102 1
Orina-2 2 102 2
3 102 3
35 103.9 0.6
Orina-3 50 96 2
85 99 1
5 104 2
Orina-4 75 104 1
10 100 2

an=3

Tabla V.38. Estudios de recuperacién para la determinacion de acido
pipemidico en muestras de suero fortificadas con distintos niveles de

concentracion del analito.

Muestra Cantidad afnadida (ug ml) Recuperacion (%)  R.S.D. (%)

1 102 1
Suero-1 1.6 103 2
24 106 2
0.8 95 2
Suero-2 1.3 98 2
1.8 105 2
1.2 105 1
Suero-3 2.8 107 2
3.6 102 2

1.3 97.5 05
Suero-4 2.2 104 2
3.2 98 2
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7.2.2.3. OPTOSENSOR PARA LA DETERMINACION DE ACIDO SALICILICO.

El optosensor desarrollado para acido salicilico se aplicé a su determinacion
en preparados farmacéuticos de la Farmacopea Espaiola. La composicién

de dichos farmacos fue la siguiente:

- Diprosalic Solucién (Essex S. A.): 0.5 mg de betametasona
dipropionato y 20 mg de acido salicilico por gramo de disolucién.

- Pyralvex Solucién (Norgine Pharma): extracto de ruibarbo y 0.01
g de acido salicilico en 1 ml de solucion.

- Solucién antiverrugas ISDIN (ISDIN S. A.): 16.7 g de acido lactico
y 16.7 g de acido salicilico por 100 ml de solucién.

- Locién Acnosan Descansa (Laboratorios Bescansa S. L.): 0.5 % de

alcanfor, 2 % de acido salicilico, 59 % de etanol, aroma y agua.

En todos los productos comerciales analizados, los resultados obtenidos con

el

método propuesto concordaban perfectamente con las composiciones dadas
por el fabricante. Ademas de comprobar estos resultados, también se
realizd un estudio de recuperacion sobre los farmacos analizados,
fortificdndolos con cantidades variables del analito; las recuperaciones
obtenidas en todos los casos fueron cercanas al 100 %. Los datos se

detallan en la tabla siguiente.
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Tabla V.39. Aplicacién del optosensor de acido salicilico a la determinacion

de su contenido en diversos preparados farmacéuticos. Estudio de

recuperacion fortificando dichos farmacos con cantidades variables de acido

salicilico.

Diprosalic Cantidad segun fabricante (mg/g) Encontrado (mg/g) R.S.D. (%)?

20 21 4

Anadido (mg/g) Recuperado (%)

10 95 3

20 104 2

50 106 4
Pyralvex Cantidad segun fabricante (mg/ml) Encontrado (mg/ml) R.S.D. (%)?

10 10.7 4

Anadido (mg/ml) Recuperado (%)

15 103 3

30 103 2

50 92 4
Antiverrugas  Cantidad segun fabricante (9/100 ml)  Encontrado (g/100 ml) R.S.D. (%)?

16.7 15.6 4

Anadido (g/100 ml) Recuperado (%)

10 105 3

20 97 1

30 97 2
Acnosan Cantidad segun fabricante (g/100 ml)  Encontrado (g/100 ml) R.S.D. (%)?
Bescansa 2 21 4

Anadido (g/100 ml) Recuperado (%)

12 96 4

25 104 1

4 102 4

7.2.2.4. OPTOSENSOR PARA LA DETERMINACION DE
ORTO-FENILFENOL.

FUBERIDAZOL Y

El sensor desarrollado para la determinacion de fuberidazol y orto-fenilfenol

se aplicd al andlisis de cuatro muestras de aguas naturales (dos aguas de

pozo y dos aguas de rio). En las muestras de agua analizadas no se detectd

la presencia de ninguno de los analitos. Teniendo esto en cuenta, para
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evaluar la precision y la exactitud del método propuesto se realizd un
estudio de recuperacion de los dos analitos en aguas naturales, preparando
muestras de agua fortificadas a distintos niveles de concentracién. Los
estudios se llevaron a cabo a niveles de concentracién entre 2 y 12 ng ml™
para el fuberidazol y entre 40 y 300 ng ml! para el orto-fenilfenol. Las
recuperaciones obtenidas eran cercanas al 100 %, con una desviacidon
estandar relativa inferior al 4 %, como puede observarse en la tabla que

viene a continuacion.

Tabla V.40. Estudios de recuperacién para el optosensor desarrollado para
la determinacion de fuberidazol y orto-fenilfenol en aguas naturales

fortificadas con distintos niveles de concentracion de dichos analitos.

Fuberidazol Orto-fenilfenol
Anadido Recuperado R.S.D.2 Anadido Recuperado R.S.D.2
(ng mL) (%) (%)  (ng mL) (%) (%)

6 102 2 150 94 3
Agua de 8 97 3 200 97 3
pozo-1 10 97 2 250 106 4
4 95.1 0.9 100 96 2

Agua de
6 96 3 140 101 1

rio-1

10 104 1 180 101 4
2 98 2 150 94 4

Agua de
5 98 3 200 101 2

pozo-2

7 105 3 300 96 2
5 104.0 0.7 40 106 1

Agua de
7 97 2 80 101 3

rio-2

12 101 1 200 98 3
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7.2.2.5. OPTOSENSOR PARA LA DETERMINACION DE BITERTANOL.

El optosensor para la determinacion de bitertanol se aplicé al andlisis de
platanos. Teniendo en cuenta que no se detectd la presencia de bitertanol
en las muestras analizadas, se llevaron a cabo estudios de recuperacién de
forma que se evaluaba el proceso completo, tanto la extraccién del analito
de la matriz de fruta como la etapa de determinaciéon. Se tomaba una
muestra de fruta de aproximadamente 50 g, (a partir de 1 kg de muestra
previamente triturada y homogeneizada) y se anadia aproximadamente 1
ml de estandar en metanol de una concentracién apropiada (en funcién del
nivel de fortificacion) y se wusaba un mortero para asegurar la
homogeneidad de la muestra. Posteriormente, se dejaba a temperatura
ambiente (para facilitar la eliminacién de metanol) durante un minimo de
una noche y se procedia a su extraccion y analisis, siguiendo el

procedimiento descrito en la Seccién 7.1.

Las concentraciones de bitertanol utilizadas para fortificar las muestras
estaban entre 0.05 y 0.6 mg kg™. Las recuperaciones obtenidas fluctuaban
entre el 81 % y el 111 %, con desviaciones estandar relativas inferiores al 3

% en todos los casos. A continuacidon pueden observarse los resultados.
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Tabla V.41. Estudios de recuperaciéon para el optosensor de bitertanol para
muestras de platanos fortificadas con distintos niveles de concentracion del

analito.

Muestra Anadido (mg kg')  Recuperacion (%) R.S.D.2 (%)

0.05 111 1
Platano-1 0.2 94.7 0.7
0.5 82 1
0.2 95 2
Platano-2 04 100 2
0.6 115 2
0.1 110 1
Platano-3 0.2 98 2
0.4 100 1
0.05 N 2
Platano-4 0.3 108 1
0.5 98 2

7.2.3. Optosensores desarrollados empleando el analisis por

inyeccion secuencial.

7.2.3.1. OPTOSENSOR PARA LA DETERMINACION DE LABETALOL.

El optosensor para la determinacién de labetalol se aplicé a un producto
farmacéutico (de la Farmacopea Espaiola) y a muestras de orina obtenidas
de voluntarios aparentemente sanos. En el caso del farmaco analizado, su

composicion es la siguiente:

- Trandate 100 mg (Trandate): 100 mg de labetalol

Segun el método propuesto, encontramos 98 mg de labetalol, con una

desviacion estandar relativa (n=3) del 2%. Este resultado concuerda con el



Sensores de flujo continuo con deteccion.../EuLocro J. LLORENT MARTINEZ 189

proporcionado por el fabricante.

En el caso de las muestras de orina, se llevd a cabo un estudio de
recuperacion fortificando las muestras a niveles de concentracion de
labetalol entre 0.5 y 6 ug ml?, que son las concentraciones normalmente
encontradas en orina [234]. En la Tabla V.42 pueden observarse las

recuperaciones, cercanas al 100 % en todos los casos.

Tabla V.42. Estudios de recuperaciéon para el optosensor de labetalol para
muestras de orina fortificadas con distintos niveles de concentracion del

analito.

Muestra Anadido (ug ml") Recuperado (%) R.S.D.2 (%)

1.8 99 4

Orina-1 3 104 3
4 104 2

2 104 2

Orina -2 4 105 4
6 98 2

3 102 2

Orina -3 5 97 2
8 97 1

25 104 3

Orina -4 4 97 2
6 102 4

0.5 104 4

Orina -5 0.8 96 3
1.2 99 3

7.2.3.2. OPTOSENSOR PARA LA DETERMINACION DE PARACETAMOL.

El optosensor para la determinacion de paracetamol se aplico a la

determinacion del principio activo en preparados farmacéuticos obtenidos
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de las Farmacopeas Checa y Espanola. Las composiciones de los preparados

farmacéuticos analizados fueron las siguientes:

Sobres Algidol (Almirall Prodesfarma): 650 mg de paracetamol,
10 mg de fosfato de codeina y 500 mg de acido ascorbico por
sobre.

Sobres Coldrex (gsK): 750 mg de paracetamol, 10 mg de
hidrocloruro de fenilefrina y 50 mg de acido ascérbico por
sobre.

Comprimidos Tomapyrin (Boehringer Ingelhein): 250 mg de
paracetamol, 250 mg de acido acetilsalicilico y 50 mg de
cafeina por comprimido.

Comprimidos Paralen (Zentiva): 500 mg de paracetamol por
comprimido.

Comprimidos Valetol (Herbacos-Bofarma): 150 mg de
paracetamol, 300 mg de propifenazona y 50 mg de cafeina por

comprimido.

Los resultados obtenidos por el método propuesto coinciden con los

proporcionados por el fabricante, como se observa en la Tabla V.43.

Tabla V.43. Aplicacién del optosensor de paracetamol para su

determinacion en farmacos.

Farmaco Cantidad segun fabricante (mg) Encontrado (mg) R.S.D.2(%)
Algidol 650 631 3
Coldrex 750 722 4
Tomapyrin 200 205 3
Paralen 500 525 1
Valetol 150 144 2
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Ademas de comprobar los resultados obtenidos con los proporcionados por
el fabricante, también se procedié a realizar un estudio de recuperacion
sobre los mismos farmacos analizados, fortificAndolos con cantidades
variables de paracetamol. Los resultados, cercanos al 100 % en todos los

casos, se muestran en la tabla siguiente.

Tabla V.44. Estudios de recuperacion para el optosensor de paracetamol
para preparados farmacéuticos fortificadas con distintos niveles de

concentracidon de paracetamol.

Farmaco Anadido (mg) Recuperado (%) R.S.D.2(%)

500 102 2

Algidol 1000 98 2
1500 104 3

600 101 1

Coldrex 1200 96 3
2000 106 2

200 103 4

Tomapyrin 300 104 3
400 99 2

300 104 2

Paralen 600 97 3
900 106 3

100 104 3

Valetol 300 96 1
500 96 2

7.2.3.3. OPTOSENSOR PARA LA DETERMINACION DE ACIDO SALICILICO.

El optosensor desarrollado para acido salicilico se aplicd a su determinacion
en preparados farmacéuticos de la Farmacopea Espafola. La composicidn

de dichos farmacos fue la siguiente:
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- Diprosalic Solucién (Essex S. A.): 0.5 mg de betametasona
dipropionato y 20 mg de &acido salicilico por gramo de
disolucion.

- Pyralvex Solucién (Norgine Pharma): extracto de ruibarbo y
0.01 g de &cido salicilico en 1 ml de solucioén.

- Solucién antiverrugas ISDIN (ISDIN S. A.): 16.7 g de acido
lactico y 16.7 g de acido salicilico por 100 ml de solucién.

- Locién Acnosan Descansa (Laboratorios Bescansa S. L.): 0.5 %
de alcanfor, 2 % de acido salicilico, 59 % de etanol, aroma vy

agua.

En todos los productos comerciales analizados, los resultados obtenidos con
el método propuesto concordaban perfectamente con las composiciones
dadas por el fabricante. Ademas de comprobar estos resultados, también se
realiz6 un estudio de recuperacion sobre los farmacos analizados,
fortificandolos con cantidades variables del analito; las recuperaciones
obtenidas en todos los casos fueron cercanas al 100 %. Los datos se detallan en la tabla

siguiente.
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Tabla V.45. Aplicacién del optosensor de acido salicilico a la determinacion
de su contenido en diversos preparados farmacéuticos. Estudio de

recuperacion fortificando dichos farmacos con cantidades variables de acido

salicilico.
Cantidad segun fabricante (/100 ml)  Encontrado (mg/g) R.S.D.7 (%)
2 1.9 2
Acnosan  Aiadido (mg/g) Recuperacion (%)
Bescansa 2 93 3
3 103 1
4 97 2
Cantidad segun fabricante (mg/ml) Encontrado (mg/ml) R.S.D.2 (%)
10 10.8 4
Aiadido (mg/ml) Recuperacion (%)
Pyralvex
10 106 3
20 93 1
50 97 4
Cantidad segun fabricante (mg/g) Encontrado (mg/g) R.S.D.2 (%)
20 19.2 1
Anadido (g/100 ml) Recuperacion (%)
Diprosalic
20 103 2
40 104 1
60 97 2
Cantidad segun fabricante (g/100 ml)  Encontrado (g/100 ml) R.S.D.2(%)
16.7 16.3 0.9
Antiverrugas Afadido (g/100 ml) Recuperacion (%)
ISDIN 10 102 4
20 94 4
40 99 2

7.2.3.4. OPTOSENSOR PARA LA DETERMINACION DE ACIDO ASCORBICO,
RIBLOFAVINA Y PIRIDOXINA.

El optosensor desarrollado para las vitaminas acido ascérbico, ribloflavina y

piridoxina se aplic6 a su determinacion en preparados farmacéuticos
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obtenidos de la Farmacopea Espafiola. La composicion de los farmacos fue

la siguiente:

- Ampollas Benadon (Roche): 300 mg de clorhidrato de piridoxina
por ampolla.

- Tabletas Redoxon (Bayer): 1000 mg de &cido ascorbico por
tableta.

- Sobre Cebion 500 (Merck): sacarosa, E-110 y 500 mg de &cido
ascoérbico por sobre.

- Solucién Hepadif (Laboratorios Reig Jofré): 30 mg de orotato de
carnitina, 15 mg de carnitina, 2.5 mg de extracto hepatico
(fraccion antitéxica), 5 mg de clorhidrato de piridoxina, 0.1 mg de
riboflavina y 25 ug de cianocobalamina.

- Sobres Hidropolivit C (Laboratorios Menarini): 500 mg de &acido
ascorbico, 2500 U. I. de retinol, 2000 U. I. de colecalciferol, 5
mg de tocoferol, 10 mg de tiamina, 5 mg de riboflavina, 8 mg de
pantotenato calcico, 30 mg de nicotinamida, 10 mg de clorhidrato
de piridoxina, 0.25 mg de biotina y 10 mg de sacarina sodica por
sobre.

- Comprimidos Redoxon Complex (Roche): 1500 U. I. de vitamina A,
2 mg de tiamina, 2 mg de riboflavina, 20 mg de vitamina PP, 2.5
mg de piridoxina, 11.6 mg de pantotenato calcico, 250 ug de
biotina, 5 ug de cianocobalamina, 100 mg de acido ascoérbico, 400
U. I. de vitamina D, 10 mg de vitamina E, 262 mg de
CaCs3Hs(0OH),P0O4, 12.5 mg de Fe, 40 mg de MgCsHs(OH),PO,4, 2.05
mg de MnSO4 4H,0, 45 mg de P, 0.39 mg de CuSO, 5H,0, 2.3 mg
de ZnS0,4 7H,0, 0.25 mg de Na,MoO4 2H,0 por comprimido.

- Solucion oftalmoldgica Protovit (Bayer): 1.5 mg de riboflavina, 2
mg de piridoxina y 80 mg de acido ascérbico por mililitro de

solucion.

Los resultados logrados con el método propuesto concuerdan con los

proporcionados por el fabricante, como puede observarse en la Tabla V.47.
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Tabla V.46. Aplicacion del optosensor para acido ascorbico, riboflavina y piridoxina

a la determinacion de su contenido en diversos preparados farmacéuticos.

B6 B2 Acido ascérbico
Cantidad Cantidad Cantidad
Muestra segun Encontrado segun Encontrado seglin Encontrado
fabricante (mg)? fabricante (mg)? fabricante (mg)?
(mg) (mg) (mg)
Benadon 300 298 (3) - -
Redoxon - - - - 1000 1041 (2)
Cebion 500 - - - - 500 507 (4)
Hepadif 5 4.8 (3) 0.1 0.106 (1)
Hidropolivit C 10 9.8 (4) 5 46(2) 500 519 (1)
Redoxon
complex 25 26(3) 2 1.99 (2) 100 95 (3)
Protovit 2 1.9(1) 15 1.6 (2) 80 83 (4)

@ Entre paréntesis, R.S.D. (%) para n=3.

Ademas de comparar los resultados obtenidos con las cantidades
proporcionadas por el fabricante, también se procedié a realizar un estudio
de recuperacion, fortificando los mismos farmacos analizados con
cantidades variables de las vitaminas. Como puede observarse en la Tabla
V.48 las recuperaciones fueron cercanas al 100 % en todos los casos, con

desviaciones estandar relativas inferiores al 4.5 %.
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Tabla V.47. Estudio de recuperacidon para el optosensor para acido

ascorbico, piridoxina y riboflavina, fortificando preparados farmacéuticos

con cantidades variables de los analitos.

Piridoxina Riboflavina Acido ascérbico
Muestra Anadido  Recuperado Anadido Recuperado Anadido Recuperado
(mg) + IE.S.D. (ma) % IE.S.D. (mg) * I§.S.D.
(%) ® (%) ® (%) ®
Benadon 100 97 £2 - - - -
300 103+ 3 - - - -
500 102+3 - - - -
Redoxon - - - - 500 102 £ 1
- - - - 1000 104 +3
- - - - 1500 97+3
Cebion 500 - - - - 500 97+2
- - - - 1000 105 £ 4
- - - - 1500 101+4
Hepadif 5 97+3 0.1 107 £ 1 - -
10 98+2 0.2 94.8 (0.6) - -
15 103 +2 0.3 99+2 - -
Hidropolivit 10 1032+ 0.7 5 101 +4 400 97 £3
c
20 97 1 10 104 +2 600 102+ 2.
30 98+2 20 9%5+3 1000 99+1
Redoxon
complex 2 97 +1 2 1013 100 98+5
4 101+2 4 98 +2 200 104 £2
6 98+2 6 99+3 300 95+3
Protovit 2 1033 1 100+ 4 100 97+2
4 95+2 2 97 +2 200 98 +4
5 98+2 2 99+1 300 104 £ 4




Conclusiones
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V. CONCLUSIONES

En esta Memoria se han desarrollado once optosensores empleando FIA
convencional, multiconmutacidon y analisis por inyeccidon secuencial (SIA) y
se han aplicado al analisis de compuestos en diversas matrices: alimentos,
aguas superficiales, preparados farmacéuticos y fluidos bioldgicos. Se

podrian destacar las siguientes conclusiones:

1. Se han implementado los principios de la multiconmutaciéon y del
analisis por inyeccidn secuencial en los optosensores en flujo
continuo, utilizando distintas técnicas de deteccion luminiscente. Esto
ha permitido un mayor grado de automatizacion, asi como un
considerable ahorro en muestra y reactivos.

2. Se ha empleado la luminiscencia sensibilizada por terbio por primera
vez como técnica de deteccién en los optosensores en flujo continuo.
Esta técnica se ha utilizado en tres de los trabajos descritos en esta
Memoria, utilizando valvulas rotatorias, valvulas solenoides y un
sistema SIA.

3. Se ha comprobado que la luminiscencia sensibilizada por lantanido, al
emplear el soporte sdlido, no requiere de surfactantes y otros
reactivos que son necesarios en disolucion. Ademas, el empleo del
soporte solido proporciona igual o mayor selectividad y sensibilidad.
Esto implica que el uso del soporte solido conlleva no sélo un menor
gasto, sino también el desarrollo de métodos mas respetuosos con el
medio ambiente.

4. Se ha descrito, por primera vez en la literatura cientifica, el uso de
una célula comercial (Hellma 138 QS) para albergar el soporte sélido
cuando se emplea la quimioluminiscencia como técnica de deteccion.

5. Se ha descrito un sensor para la determinacion de un pesticida,
bitertanol, en una matriz tan compleja como los alimentos (platanos),
demostrando que con un adecuado tratamiento de la muestra se

puede emplear un optosensor para matrices mucho mas complejas
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que las habitualmente descritas en literatura cientifica para
optosensores en flujo continuo.

6. Empleando un sistema SIA, se ha desarrollado un doble sensor
luminiscente para la determinacién secuencial de tres analitos,
midiendo, por una parte, la fluorescencia nativa de dos de ellos y, por
otra parte, la quimioluminiscencia del tercer analito.

7. Se ha desarrollado un total de once sensores, de los cuales siete son
monoparametro y cuatro multipardmetro. La resolucién de las
mezclas se consigue mediante la llegada secuencial de los analitos al
detector, debido a la retencidn selectiva en el soporte sodlido
empleado. Para esta separacion se han empleado dos estrategias: a)
El uso de una minicolumna rellena de soporte sdélido y situada justo
antes de la célula de flujo; b) El empleo de una cantidad adicional de

soporte sdélido en la misma célula de flujo.

Esta Memoria abre nuevos caminos tanto en el desarrollo de nuevas
estrategias y metodologias analiticas con ventajas adicionales a los
optosensores tradicionalmente desarrollados, como para el empleo de
dichos optosensores en analisis de rutina farmacéutico, sanitario o

control medioambiental.
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V. CONCLUSIONS

Eleven flow-through optosensors have been developed in this Research
Report, making use of flow injection analysis, multicommutation and
sequential injection analysis principles. They have been applied to the
determination of target compounds in several matrices: food, environmental

waters, pharmaceuticals and biological fluids.

Following are the most remarkable aspects of this Research:

1. Multicommutation and sequential injection analysis (SIA) principles
have been implemented in flow-throught optosensing. This
implementation has introduced a higher degree of automation, as
long as considerable savings in both sample and reagents.

2. For the first time, terbium-sensitized I|uminescence has been
employed as detection technique in flow-through optosensing
analysis. This technique has been used in three papers described in
this Research, making use of rotary valves, solenoid valves and SIA
manifolds.

3. Using a solid support when lanthanide sensitized luminescence is
employed as detection technique provides enough selectivity and
sensitivity in order to avoid using surfactants and enhancers.
Therefore, cheaper and environmentally-friendly methodologies have
been here presented.

4. For the first time, a commercial flow-through cell has been used in a
flow-through chemiluminescent sensor.

5. A multicommuted optosensor for the determination of a pesticide,
bitertanol, has been developed and applied to its determination in
food. This research demonstrates that a proper pre-treatment makes
it possible to apply flow-through optosensing to more complex

matrices than normally described in scientific literature.
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6. A double luminescent optosensor has been described, making use of
SIA, for the determination of three analytes in pharmaceuticals
employing both native fluorescence and chemiluminescence.

7. Eleven optosensors have been developed, seven monoparametric and
four multiparametric. The resolution of the mixtures is achieved by
the sequential arrival of the analytes to the detection area. Two
strategies have been used for obtaining the analytes separation: a)
Using a minicolumn filled with solid support and placed just before
the flow-through cell; b) Employing an additional amount of solid

support in the same detection cell.

This Research Work widens the scope of applications of flow-though
optosensing, making it possible to employ it in fields such as pharmaceutical
routine analysis, environmental pollution monitoring or food control. This is
possible due to the introduction of automatic methodologies that make

these analyses low-costly, quicker and environmentally-friendly.
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