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1.1. INTRODUCCION

El creciente numero de controles analiticos requeridos en areas como la salud,
medio ambiente o la alimentacién hace surgir la necesidad de automatizacion de los
procesos analiticos. La automatizacion permite reemplazar la actividad humana en
tareas tediosas e incluso peligrosas para el operador, proporcionando una mayor
reproducibilidad al minimizar la influencia del factor humano, ademiés de
incrementar la velocidad de andlisis, ya que hace posible la realizacién de un mayor
nimero de andlisis en un menor tiempo. Todo ello, junto con la disponibilidad
comercial de variado instrumental y las ventajas econdmicas que reporta a medio y
largo plazo su incorporacion a la industria, son razones a las que atribuir el despegue

de estas técnicas automatizadas de analisis.

De entre todas las metodologias analiticas existentes para la automatizacion,
el andlisis por Inyeccion en Flujo (Flow Injection Analysis, F.I.LA.), ha
experimentado un rdpido desarrollo desde la introduccion del concepto original por
Ruzicka y Hansen' (Dinamarca) y Stewart’ (E.E.U.U.) en 1975, abarcando en la
actualidad casi todos los campos analiticos. Aunque resulta dificil formular una
definicion del F.ILA. 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
automatizado en flujo continuo, que se basa en la insercion y dispersion controlada
de un volumen de disolucion en una corriente continua de un portador, que lo
transporta hasta el detector, donde se genera una sefial transitoria en forma de pico,

denominado fiagrama.

El F.ILA., en su utilizacién més frecuente, pertenece a los métodos cinéticos
de andlisis de medida a tiempo fijo, ya que normalmente no espera que la muestra

insertada alcance el equilibrio fisico ni quimico antes de ser detectada. Esto facilita la
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medida de intermedios de reaccion de vida corta tales como radicales, frente a
técnicas convencionales en estitico, mostrandose muy eficaz también para
automatizar métodos cataliticos al conseguir una gran repetitividad en la medida a un

tiempo determinado.

Ademaés 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.

Existen numerosas publicaciones dedicadas a aspectos generales del analisis

. ., . 5.1
por inyeccién en flujo> ™

, 0 a parcelas concretas del andlisis quimico, tales como el
area farmacéutica®, dado el gran namero de aplicaciones que ha encontrado el F.LA.

en este campo.

Para dar una vision global de las multiples posibilidades de esta metodologia,
bastaria decir que todas las operaciones necesarias efectuadas en cualquier
modalidad de anélisis convencional: filtracion y redisolucion, extracciones liquido-
liquido, reacciones de formacién y recogida de gases, utilizacion de reactivos solidos
o inmovilizados, se pueden realizar con facilidad en la modalidad FLAM2
mejorando de este modo 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 y conocido, con el iinico requisito que se pueda introducir la

muestra en flujo.

En la Figura 1.1 se muestran los resultados de una revision efectuada para
conocer la frecuencia de utilizacion de diversos detectores aplicados a sistemas

F.ILA. El periodo en el que se ha realizado la busqueda comprende desde el afio 1980
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hasta octubre de 2002. Esta se ha llevado a cabo sobre el Analytical Abstracts
efectuando rastreos a partir de las entradas “Flow injection o F.I.A.” y los distintos

detectores que se muestran en dicha Figura.

Otros
AES 7 %
4 %
MS
6 %

Quimioluminiscencia
9 %

Espectrofotometria

Potenciometria 36 %

5%

AAS
12 %

Amperometria
11 % Voltametria
4%

Fluorimetria
6 %

Figura 1.1: Proporcion entre los tipos de detectores acoplados a los sistemas de
analisis por inyeccion en flujo

AAS, Atomic Absorption Spectrometry: Espectrometria de Absorcion Atdmica.
AES, Atomic Emission Spectrometry: Espectrometria de Emision Atomica.

MS, Mass Spectrometry: Espectrometria de Masas.

En la Figura 1.2, se comparan las proporciones de andlisis sobre muestras del
campo farmacéutico, biomédico, alimentario y mediombiental que emplean la

técnica F.I.A. La revision bibliografica fue analoga a la descrita para la Figura 1.1.
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Sangre Suero Sanguieo
10 % 6 %

Aguas

34 %
Formulaciones

farmacéuticas
16 %

Orina

59, Alimentos

29 %

Figura 1.2: Proporcion entre las muestras analizadas por inyeccion en flujo en las

areas farmacéutica, alimentaria, biomédica y medioambiental.

Un capitulo importante dentro de la metodologia F.I.A., lo constituyen los
sistemas heterogéneos soélido-liquido, y mas concretamente aquellos sistemas que
hacen uso de reactores en fase solida, que supone la incorporacion en alguna parte

del montaje F.I.A. de reactivos s6lidos o inmovilizados en un soporte sélido inerte.

1.2. SISTEMAS HETEROGENEOS SOLIDO-LiQUIDO: REACTORES EN
FASE SOLIDA EN LOS SISTEMAS F.LA.

El andlisis por inyeccion en flujo, permite trabajar con cualquier sistema
heterogéneo: con dos fases liquidas inmiscibles, con fases sdlida y liquida o
combinando la fase liquida con la gaseosa, lo que demuestra la gran versatilidad
alcanzada por la metodologia F.I.A. La fase solida en un sistema F.I.A. puede ser
incluida como muestra en estado solido, como producto de una reaccion de
precipitacion o como reactivo analitico, siendo esta ultima estrategia la mas

ampliamente difundida entre los sistemas heterogéneos F.I.A.
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Los reactivos solidos se han utilizado desde la antigiiedad en quimica
analitica, tanto como los reactivos en disolucion, aunque su empleo siempre ha
estado restringido a unos casos concretos, como por ejemplo para oxidaciones o
reducciones previas en procesos analiticos, cromatograficos y en columnas de
extraccion soélido-liquido. De entre las razones por las cuales su uso no se ha
popularizado, destacan la incomodidad en cuanto a su manipulacion y el grado de
dificultad que supone controlar la reaccion, al intervenir gran cantidad de factores
como concentracion, tiempo de contacto, estado de subdivision, asi como la

existencia de reacciones laterales o parasitas no deseadas.

En el andlisis en flujo continuo, la estrategia que ha despertado un gran
interés en los ultimos afos, es el empleo de reactivos inmovilizados. Se entiende por
inmovilizacion la utilizacion de reactivos confinados en un punto del sistema de
flujo, de modo que a través o sobre ellos fluye el caudal muestra-portador y las
reacciones tienen lugar en la interfase solido-disolucion. El confinamiento de estos
reactivos se puede conseguir directamente, si se trata de productos insolubles en el
medio utilizado, es lo que se suele llamar inmovilizacidon natural, o si ello no es
posible, se inmovilizan anclandolos a un soporte solido estable, con ayuda de algiin

mecanismo fisico o quimico.

1.2.1. Ventajas del uso de reactores en fase sélida

El empleo de reactores en fase solida presenta una serie de ventajas analiticas

respecto a los sistemas homogéneos en disolucion.

% Aumento en la sensibilidad analitica y en la velocidad de inyeccion,
ambas derivadas de una menor dispersion sufrida por la muestra. Esta menor

dispersion de la muestra se debe fundamentalmente a dos factores:
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- La transferencia radial de masas en un lecho empacado es mucho mas
intensa y por consiguiente, la conversion en el bolo de muestra transcurre con mayor
facilidad.

- La derivatizacion quimica del analito tiene lugar donde no hay

dispersion de muestra, dicha conversion ocurre en la interfase solido-disolucion.

El incremento de la sensibilidad se debe también a que los reactivos estan
presentes en su “maxima concentracion”, sin tener lugar una disolucion previa de los
mismos. Todo ello se traduce en un aumento de la sefial analitica y en la posibilidad
de incrementar el volumen de muestra en una sola inyeccion.

% Mayor selectividad cinética, fruto de la disposicion del reactor en fase
solida en un lugar concreto del sistema, lo que evita el exceso de reactivos en el
detector y la posible reaccion del lecho con del portador u otros reactivos.

% Menor consumo de reactivos, aspecto especialmente importante cuando se

trabaja con reactivos toxicos o de elevado precio, como algunas enzimas.

% Reduccion del coste de los reactivos debido a la posibilidad de

reutilizacion del lecho o la regeneracion en linea del mismo.

+ Otro aspecto ventajoso es que se consiguen montajes F.I.A. mas simples,
por la reduccion del nimero de canales, siendo muy frecuentes los sistemas

monocananales o a lo sumo bicanales.

+¢ Miniatuarizacion de los montajes F.ILA., por ejemplo mediante el
emplazamiento del reactor en la celda de deteccion bajo la modalidad optosensores o

bien utilizando mini-reactores en fase solida.
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K/

« Por ultimo destacar, que la creciente popularizacion de la metodologia
F.ILA., se debe en gran medida al aumento de su versatilidad y su eficacia en
operaciones de preconcentracion, purificacion, separacion, catélisis, pretratamiento,
que se pueden simplificar en linea mediante la incorporacion de reactores en fase

solida en el montaje F.I.A.

1.2.2. Condiciones del reactivo inmovilizado y del soporte de inmovilizacion

Los reactivos inmovilizados o el lecho reactivo4, deben de reunir una serie de
condiciones a priori para su uso en flujo continuo:

++ Tamaio de particula adecuado que permita el flujo de liquido libremente,
para poder trabajar a bajas presiones, teniendo presente que ésta es una de las
ventajas del analisis por inyeccion en flujo.

+»+ Estabilidad mecanica al flujo continuo, con la finalidad de que no se
desarrollen espacios vacios o caminos “preferenciales” durante el uso continuado de
los mismos.

+»+ Cinética de reaccion rapida y elevada difusion de los reactivos y de los

productos, con el propdsito de lograr el mayor grado de conversion posible.

% Evitar la adsorcion de analitos, productos u otros reactivos en la superficie

del lecho, con el fin de eliminar la posible contaminacioén entre muestras.

¢ Inercia quimica frente al portador o los reactivos, para garantizar un

prolongado tiempo de uso del reactor.

Algunas de estas condiciones son tan exigibles al lecho reactivo como a los

soportes de inmovilizacion de estos reactivos. A su vez, entre los soportes solidos
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mas utilizados para la inmovilizacién de los reactivos como resinas de intercambio,
silice modificada, vidrio de tamafio de poro controlado y alimina activada, es
necesario considerar una serie de caracteristicas adicionales:

+»+ El tamafo de particula y estructura condicionan en buena medida aspectos
tales como la “concentracion” del reactivo inmovilizado, ya que, ésta depende del
numero de centros activos donde se enlaza o retiene el reactivo.

+» Buenas caracteristicas de mojabilidad, debido a que el reactivo ocupa
puntos en la superficie interior de los poros o cavidades superficiales de las particulas
de soporte.

++ Inmunidad frente a la degradacion microbiana, imprescindible en aquellos
sistemas para el tratamiento de muestras biologicas o para aquellos reactivos como
las enzimas, que por si mismas constituyen un caldo de cultivo.

K/

«» Compatibilidad con el sistema de deteccion.

Por ultimo resaltar, que los reactivos y los soportes de inmovilizacion se

combinan para dar lugar a una gran variedad de posibilidades analiticas.

1.2.3. Funcion analitica del reactor en fase solida y su ubicacion en el montaje

F.I.A.

La configuracion del montaje F.I.A. depende légicamente de la finalidad
analitica para la que haya sido disefiado. Por tanto, la longitud y el didmetro interno
del reactor vienen condicionadas segun la misién que va a desempefiar en el proceso

analitico, salvo limitaciones o conveniencias de tipo operativo.

-10 -



Introduccion

En la Figura 1.3 se reproducen posibles ubicaciones del reactor en fase sélida
en el montaje F.ILA., pudiendo distinguir: a) pretratamiento y conversion de los
reactivos; b) pretratamiento de las muestras; ¢) conversion del analito; d)

combinacion reactor-detector.

d b

Bomba Bomba

Detector Detector

c.1 c2?

Bomba Bomba
] Detector 1 Detector

c.3 d
Bﬂnha Bomba
Detector Detector

el ] — =

Figura 1.3: Funcion analitica y ubicacion del reactor en fase solida en el montaje

F.ILA. a: Pretratamiento de los reactivos; b: Pretratamiento de las muestras; ¢l, c2 y

¢3: Conversion del analito; d: Combinacion con el detector.

a) Pretratamiento de los reactivos: El reactor se ubica antes de la bomba
peristaltica con el propdsito de purificar la disolucion del reactivo mediante el
empleo de resinas de intercambio o adsorbentes, o para la generacidon “in situ” de

reactivos inestables, como es el caso de reductores u oxidantes fuertes.

-11 -
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b) Pretratamiento de muestras: Mediante la ubicacion del reactor antes de
la valvula de inyeccidn se consigue realizar una serie de tratamientos previos de la
disolucion de muestra, como la eliminacién de interferencias, ajuste del pH,
preconcentracion e incluso la conversion en una pseudo-muestra que sera inyectada

en el montaje en lugar de la muestra original.

¢) Reacciones de conversion: En la combinacién cl y c2 el reactor se
encuentra entre la valvula de inyeccion y la celda del detector. Estas son las
posibilidades mas frecuentemente explotadas cuando tUnicamente se pretende la
conversion del analito en otra especie que presente mejores caracteristicas para su
deteccion. La combinacidn ¢3 sirve para aumentar la sefial analitica y disminuir el
tiempo de residencia, o puede ser un montaje alternativo al tratamiento previo de la
muestra, por ejemplo, para preconcentrar el analito. En aquellos casos en que la
reaccion del analito con el reactor en fase sélida sea lenta, la ubicacion del reactor en
el bucle de muestra de la valvula de inyeccion permite trabajar sin disminuir el
caudal del portador o sin la necesidad de detener el flujo para que tenga lugar la
reaccion, lo que supondria parar y arrancar las bombas, con la pérdida de

reproducibilidad que esto puede conllevar.

d) Combinacion con reactor-detector: El emplazamiento de la unidad de
reaccion en el sistema de deteccion, integra la conversion y la deteccion en la celda
de flujo del detector, permite la miniaturizacion de los sistemas F.I.A. y minimiza la

dispersién de la muestra entre el reactor y el detector'.

1.2.4. Estrategias para la inmovilizacion de reactivos en un reactor en fase solida
Para la preparacion de reactores en fase solida, deben de considerarse tanto

los mecanismos fisico-quimicos empleados para inmovilizar el reactivo de interés,

asi como la configuracion interna del reactor.

-12 -
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Las estrategias de inmovilizacion estan condicionadas por la naturaleza del
reactivo a inmovilizar (especialmente por el tamafo y el tipo de particula) y la
finalidad de su inmovilizacidon (preconcentracion, pretratamiento, conversion de

muestras).

Atendiendo al mecanismo de inmovilizacién, las estrategias de
inmovilizacion se pueden dividir en tres tipos fundamentalmente: inmovilizacion
natural, cuando el propio reactivo sin modificacion alguna constituye el relleno;
inmovilizacion sobre un soporte fisico, el reactivo se inmoviliza sobre un soporte
fisico, mediante interaccion fisica o enlace quimico, e inmovilizacion por

atrapamiento fisico.

La inmovilizacion natural, Gnicamente es posible con aquellos solidos que
sean insolubles en las disoluciones portadoras, que retinan las caracteristicas
adecuadas de reactividad quimica, estabilidad mecénica al flujo continuo y un
tamafio de particula que permita el paso del flujo a su través sin ocasionar problemas
de sobrepresion. Este tipo de inmovilizacién se limita a un pequefio nimero de
reactivos como minerales, sales inorganicas, amalgamas, resinas de intecambio
i6nico o de adsorcion. En un trabajo de la presente memoria se emplea un reactor en
fase solida, donde se inmoviliza de forma natural una resina polimerica no polar tipo

Amberlite XAD-4.

Existen una cantidad de reactivos quimicos que se presentan en forma de
polvo finamente dividido, particulas amorfas o cristalinas de tamafio y forma
incontrolada, que dificulta su inmovilizacién y la posterior incorporacion en el
sistema F.I.A. Por ejemplo, en el caso de reactivos pulvurulentos la inmovilizacion
natural requiere un alto grado de empaquetamiento del reactor en fase so6lida que
imposibilita el empleo de la bomba peristaltica y el trabajar a bajas presiones, sin
embargo este tipo de reactivos, han sido aplicados con éxito por J. Martinez y col.'

sustituyendo el sistema de propulsion habitual por una bomba de piston de las

empleadas en cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), capaz de

-13-
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proporcionar caudales constantes en una amplio intervalo y vencer la oposicion
mecanica al flujo causada por el reactor, al mismo tiempo que se consigue
miniaturizar el sistema F.I.A. Por otro lado, la presencia de este tipo de particulas de
tamafio y forma incontrolada crean un problema adicional, como es la pérdida
considerable de precision, debido a que la dispersion y la reaccion de la muestra no

transcurre de modo reproducible y uniforme.

Por todas estas razones y con el proposito de resolver estos problemas, surge
la necesidad de desarrollar nuevas estrategias de inmovilizacion lo mas versatiles e
inespecificas posible, que puedan ser aplicadas a un gran nimero de reactivos
solidos, escasamente utilizados anteriormente por los inconvenientes practicos de su
uso, sin mas limitaciéon que los requerimientos quimicos necesarios para que el

reactivo inmovilizado reaccione con el analito y no con el portador empleado.

Esta alternativa seria la inmovilizacion sobre un soporte fisico estable al flujo,
mediante algin mecanismo de interaccion fisica, atraccion electrostatica, adsorcion o
bien por enlace quimico. Para este tipo de inmovilizacion se han empleado soportes
de vidrio, resinas de intercambio i6nico, alimina activada, carbon activado o cadenas

C,s enlazadas sobre silica gel entre otros.

Otra alternativa la constituye la inmovilizacion por atrapamiento fisico, que
hace uso de resinas de poliéster comerciales que actlian a modo de soporte como
“atrapador”. En esta estrategia de inmovilizacion el reactivo no esta unido al soporte
por ningun tipo de interaccion, simplemente se encuentra fisicamente atrapado en la
resina. Este atrapamiento fisico ocurre durante la polimerizacion y solidificacion de
la resina, siendo por tanto, simultdneas la formacion del soporte y la inmovilizacion.
Este proceso puede ser aplicado a la inmovilizacion de cualquier reactivo, ya que es
quimicamente inespecifico y poco “agresivo”, puesto que transcurre a temperatura
ambiente. Ademas, la inercia quimica y microbiolodgica que presenta el soporte junto
con su gran estabilidad mecanica, lo hacen apto para su empleo en las condiciones y

medios habituales de trabajo.

-14 -
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1.2.5. Funciones del reactor en fase solida

Las distintas tentativas llevadas a cabo se pueden clasificar en alguno de los

siguientes grupos:

+ Reactores sin reaccion quimica. Hacen referencia a reactores donde la
interaccion con la muestra se limita a un proceso fisico-quimico de adsorcion,
extraccion o enlace electrostatico, sin alteracion quimica de la especie retenida. En
este sentido, se han utilizado materiales adsorbentes como la alimina, carbon
activado, materiales poliméricos, esqueletos de microorganismos y resinas de
intercambio i6nico, para tareas de preconcentracion del analito y eliminaciéon de
interferentes. Ademas, también se incluyen en este grupo, reactores con rellenos
inertes, generalmente esferas de vidrio, que facilitan el mezclado y la reaccion entre
las disoluciones que los atraviesan.

% Reactores con reaccion quimica. Incluye la inmovilizacion de especies
quimicas oxidantes, reductoras y reactivos que participan en reacciones de formacion
de complejos o en menor medida en reacciones acido-base. El uso més generalizado
de estos reactores es la conversion o derivatizacion del analito en una especie

detectable.

% Reactores electroquimicos. Se emplea la electricidad como reactivo
analitico para procesos de disolucion de la muestra, eliminacion de interferencias,

preconcentracion o conversion del analito previos a la etapa de deteccion.

¢+ Biorreactores. Para procesos enzimaticos o inmunologicos separados

fisicamente del sistema de deteccion.
A continuacion se comentan los reactores en fase solida que no conllevan

reaccion quimica y que tienen la funcién de preconcentrar el analito y eliminar

interferencias, por ser el reactor utilizado en uno de los trabajos de esta memoria.
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1.2.6. Reactores en fase sdlida sin reaccion quimica. Preconcentracion

La preconcentracion se incluye dentro de las separaciones no cromatograficas
en linea, basadas en resinas de intercambio i6nico o adsorbentes que incrementan la
selectividad y sensibilidad del método analitico. La elevada eficiencia en la
preconcentracion y el trabajo en una sistema cerrado constituido por materiales
inertes como el PTFE, hacen a este tipo de reactores solidos ideales para el analisis
de trazas, ya que, a menudo la concentracion de las especies de interés estan por
debajo del limite de deteccion de la instrumentacion disponible, lo que implica una
etapa de preconcentracion con el proposito de incrementar la respuesta del analito, al
mismo tiempo que se consigue eliminar interferencias y separarlo de la matriz.
Normalmente la etapa de preconcentracion es muy laboriosa y requiere de un
elevado consumo de tiempo, aun asi, ha sido incorporada con éxito al analisis por

inyeccion en flujo.

La separacion y la preconcentracion en linea se ha acoplado a gran variedad

de detectores, los mas utilizados siguen siendo la espectrofotometria ultravioleta-

. 1 15418 . 19,20 L . . 2122
visible ”°, la fluorescencia *~, la quimioluminiscencia” ™, los electrodos

selectivos™, la amperometria®*, la potenciometria®>°

F.IA. AAS??" GFAAS®, ICP-ES**, ET-AAS**3% ICP-MS’"*° que ha resultado

y sobre todo destacar el tandem

ser con diferencia, el mas fructifero.

La funcionalidad de este tipo de reactores establece una serie de exigencias

especificas:

+» La preconcentracion del analito en la superficie del reactor se efectia

mediante un ciclo que incluye cuatro etapas:
1) La carga del reactor o preconcentracion, mediante repetidas inyecciones

de muestra (a volumen constante) o haciendo pasar durante un tiempo fijo

y a un caudal conocido, la muestra a su través.
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2) Lavado del reactor, con una disolucién tampon al pH adecuado para el
proceso de carga, para eliminar residuos de muestra no retenidos
convenientemente en el reactor.

3) Elucion del analito, con un volumen pequeiio de eluyente que posea una
elevada afinidad hacia el analito.

4) Reacondicionamiento del reactor, con una disoluciéon tampoén al pH
adecuado para el proceso de carga, que restituya las caracteristicas
hidrodindmicas y de adsorcion que poseia al principio del ciclo,

equilibrando de esta manera el reactor.

Por tanto, al disefiar o seleccionar las caracteristicas del reactor hay que
considerar especialmente aquellas variables que influyan directamente en la
dispersion de la muestra, como son la geometria del reactor, las propiedades del
material adsorbente y del eluyente, asi como los caudales de eluyente y portador.

% Las diferentes variables asociadas a sistemas con preconcentracion, tienen

algunas consideraciones generales de tipo practico a tener en cuenta.

- Bajo la modalidad a volumen constante la obtencion de altos factores de
enriquecimiento en la preconcentracion, exige el empleo de grandes volimenes de
muestra y largos periodos de carga hasta lograr una transferencia total del analito,
por lo que se hacen preferibles los sistemas basados en un tiempo constante de carga,
donde la cantidad de muestra a preconcentrar depende del tiempo de paso de la

muestra a través del reactor y del caudal de la misma.

- La dispersion en el proceso de elucion es doble y presenta un cierto
paralelismo con las técnicas cromatograficas (HPLC). Por un lado la muestra se
dispersa en distinto grado dependiendo del coeficiente de distribucion del analito
entre la fase estacionaria (reactor) y la fase movil (muestra-eluyente); por otro lado
existe también una dispersion post-columna que puede ser minima cuando la

deteccion es directa (AAS, ICPES, electrodos selectivos), o mas significativa si se
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incluye una reaccion de derivatizacion post-columna con  deteccion

espectrofotométrica, fluorimétrica o quimioluminiscente.

- La capacidad del reactor de un sistema con preconcentracion suele variar
entre 15ul y 400ul. No siempre son deseables grandes capacidades, pese a que suelen
mostrar una mayor tolerancia a los interferentes, pues en ocasiones existe una
incompatibilidad con el sistema de deteccion. En el caso de la espectrofotometria de
absorcion atdmica con camara de grafito se requieren volumenes de muestra de unos
pocos pl, mientras que los grandes volumenes muertos de la AAS basada en la

generacion de hidruros, exige reactores con grandes capacidades.

- A igualdad de capacidad se obtienen factores de enriquecimiento mas
favorables al aumentar la relacion longitud/diametro del reactor. Sin embargo son
frecuentes las columnas o reactores de con unos pocos milimetros de longitud y con
un pequefio tamafio de particula de relleno, que miminiza los riesgos de saturacion,
estando limitado este parametro, a las sobrepresiones que pueden modificar

sensiblemente los caudales operativos.

- Para obtener una buena eficacia en lo que se refiere a la preconcentracion,
son deseables caudales elevados en la etapa de preconcentracion, sin embargo tienen
que estar controlados los factores cinéticos asociados al material inmovilizado y a la

estabilidad de flujo por efecto de la sobrepresion.

- Para el proceso de elucidon en linea, no son utiles eluyentes débiles que
requieren largos periodos de equilibrio o que posean una baja afinidad por el analito.
Ademas, es necesario que el eluyente no ataque al lecho reactivo y debe ser
compatible con el detector, ya que, las determinaciones espectrofotométricas pueden
verse significativamente afectadas por variaciones en los indices de refraccion del
bolo que recorre la celda (efecto Schlieren) y tanto los dcidos como las bases que son
habitualmente utilizados como eluyentes, pueden causar obturaciones y corrosion en

el sistema de nebulizacioén con espectroscopia de absorcion atomica.
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- El caudal del eluyente debe ajustarse a los requerimientos del detector y
segun lo fuertemente retenido que se encuentre el analito al reactor en fase s6lida. En
ocasiones, estd recomendado un flujo inverso en la etapa de elucion cuando existen
especies fuertemente retenidas, pero en todo momento se busca la minimizacion de la
dispersion de la muestra durante la etapa de elucion y garantizar un grado de

empaquetamiento del lecho inalterable durante largas sesiones de trabajo.

% Por ultimo, resaltar que las consideraciones generales efectuadas para los
sistemas F.[LA. con reactivos inmovilizados son aplicables a sistemas con
preconcentracion, teniendo en cuenta que los aspectos cinéticos afectan doblemente a

los procesos de preconcentracion y de elucion.

En la confeccion de reactores de preconcentracion han sido empleados

diferentes materiales:

Alumina activada, la cual presenta gran estabilidad durante largos tiempos de
trabajo, tanto en medios acidos como basicos y se ha empleado en la determinaciéon
de oxoaniones™’y cationes metalicos* .

Carbon activado, empleado para la adsorcion directa de cationes metélicos
como el zinc, plomo, niquel y cadmio presentes en muestras de agua®™ o como
soporte para la inmovilizacion y adsorcion del complejos formados entre iones
metalicos y agentes complejantes™”.

Cis unido a silica gel, utilizado con el proposito de retener los complejos
formados entre los cationes metalicos y agentes complejantes, para tras un proceso
de preconcentracion y elucion determinar la cantidad de cation metalico®, también
se ha descrito una microcolumna de C;s de fase inversa que permite preconcentar el
selenito y selenato’® presente en agua del mar y su determinacion a nivel en trazas
mediante espectroscopia de absorcion atomica electrotérmica.

Intercambio de iones complejantes, se trata de columnas rellenas de resinas

147

complejantes tipo D401%’, iminodiacetato®, PAPha (4cido poliaminofosfonico)®,
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que permiten la determinacion de metales pesados en aguas naturales, potables y en
otro tipo de muestras.

Oxidos metalicos, basicamente son columnas rellenas de TiO, o ZrO, con una
elevada superficie especifica, que pueden preconcentrar la muestra permitiendo
alcanzar limites de deteccion de ppt (ng™"). Se han descrito diversos trabajos donde
se utilizan estos 6xidos metalicos para la determinacion de diversos metales en aguas
mediante espectrofotometria'® y ICP-AES**™.

Intercambio ionico, pueden ser resinas de intercambio anidnico fuertemente
basicas tipo Bio-Rad AG1 X-8 column® o de intercambio catidnico fuertemente
acidas como Bio-Rad AG 50W-X12 column’' empleadas para la separacion en linea
de aniones y cationes respectivamente.

Esqueletos de microorganismos, el Sacaromices Cerevisae™ o diferentes
algas™ pueden ser inmovilizados en un reactor en fase solida con el propésito de
preconcentrar metales y su posterior determinacion por espectroscopia de absorcion
atomica.

Polimeros adsorbentes, como resinas poliméricas del tipo Amberlite XAD
(XAD-2**, XAD-4", XAD-7°’, XAD-8*, XAD-16"") que pueden adsorber

55,56

directamente al analito o al complejo formado entre el mismo y un reactivo

57,59

complejante , presentado todas ellas unas excelentes propiedades de adsorcion y

desorcion con el eluyente que tenga mayor afinidad hacia el analito.

Los polimeros adsorbentes tipo Amberlite son estructuras altamente porosas y
en su superficie interna pueden adsober o desorber una gran variedad de diferentes
especies dependiendo del medio en el que se encuentren. Por ejemplo en disolventes
polares como el agua, estos polimeros presentan un comportamiento apolar o
hidrofobico y pueden adsorber especies organicas, mientras que en medios apolares
como los hidrocarburos, estos adsorbentes manifiestan un comportamiento polar o
hidrofilico, adsorbiendo a especies con cierto grado de polaridad. Las resinas
Amberlite tipo XAD son ttiles para separar fenoles, antibidticos, pesticidas clorados,
diversos compuestos aromadticos y nitrogenados de un medio acuoso, ademas de

participar en procesos de desalinizacion y decoloracion.
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Concretamente las resinas no polares tipo XAD-4, XAD-2 se utilizan en
diversos métodos analiticos para la deteccion y identificacion de narcoticos y
contaminantes organicos medioambientales como el fenol. En uno de los trabajos
presentes en esta memoria, se utiliza una resina polimérica no polar tipo XAD-4,

para separar y preconcentrar el fenol de una matriz acuosa.

Como ya se ha comentado anteriormente, la funcion principal de este tipo de
reactores se centra en tareas de preconcentracion, llegando con frecuencia en
combinacion con técnicas de espectrofotometria atomica a alcanzar limites de
deteccion del orden de nM y ng-I". Ademas, la gran versatilidad y naturaleza de los
lechos de retencion mejora la selectividad de los procedimientos analiticos,
eliminando posibles interferentes presentes en la matriz, encontrado también su

aplicabilidad en estudios de especiacion®.

1.3. NUEVAS ESTRATEGIAS: COMBINACION DE ANALISIS EN
FLUJO POR MULTICONMUTACION

Desde la introduccion del andlisis por inyeccion en flujo (F.ILA.) se han
desarrollado diferentes procedimientos para la manipulacion 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 empleada por Ruzicka y Hansen en
los origenes del F.ILA. (hoy en dia de interés historico), pasando por el inyector
proporcional, hasta culminar en la véalvula rotatoria de seis puertos, actualmente el
sistema de inyeccion mas extendido en la metodologia F.I.A. Con estas valvulas de
seis puertos los procesos de carga e inyeccion de muestra se efectian por
desplazamiento de un elemento moévil entre dos posiciones fijas, quedando definido
el volumen de muestra a inyectar por la longitud del bucle de muestra y el volumen

interno de la valvula rotatoria. Sin embargo, este disefio carece de versatilidad
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especialmente cuando se trata de determinar varios analitos. 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.

1.3.1. Limitaciones de la valvula rotatoria de seis puertos

Con la vélvula rotatoria® de seis puertos solo es posible introducir el
volumen de muestra correspondiente al bucle, la introduccion de un volumen distinto
exige reemplazar la longitud del mismo con la consiguiente interrupcion del flujo y
consumo de tiempo. Los volumenes de muestra a inyectar en F.ILA. estin
estrictamente limitados; los volimenes mas pequefos insertables corresponden al
volumen interno de la valvula que suele ser de aproximadamente decenas de pl; para
volumenes grandes el perfil de dispersion (Figura 1.4) impone restricciones, ya que,
la muestra se dispersa en el medio portador s6lo a través de los extremos frente y
cola. Por tanto, volimenes grandes no permitirdn 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 disolucion portadora.

Perfil de dispersion

1 2 3

P M P P)H)P P P

P/M PiM

I:I Portador
I:I Muesztra

- Portador/ Muestra

Figura 1.4: Perfil de dispersion en F.I.A.
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El funcionamiento de la valvula rotatoria de seis puertos para las dos

posiciones, de carga y de inyeccion se describe a continuacion en la Figura 1.5.

Valvula rotatoria de seis puertos

Posicion de carga Poszicion de inpeccion
s s

Portador

Portador

Bucle
muesztra

—_—

—

Reactor

Figura 1.5: Funcionamiento de la valvula rotatoria de seis puertos.

La valvula de inyeccion de seis puertos es un dispositivo rigido, limitado en
la generacion de gradientes de concentracion y perfiles de disolucion que condiciona
sensiblemente el disefio del montaje F.I.A., exige un consumo extra de muestra no

despreciable y ademas presenta dificultades en cuanto a su automatizacion.

1.3.2. Multiconmutacion

En el modo de multiconmutacion® con valvulas solenoide de tres puertos, el
volumen de muestra a introducir se controla por el tiempo y el caudal. Por tanto, la
incertidumbre asociada a las alicuotas de volumenes de muestra estd relacionada
principalmente con la precision en el control del tiempo de muestreo, siendo maxima

la reproducibilidad si se emplean dispositivos electronicos.

Las valvulas solenoide han sido utilizadas en cromatografia para la insercion
de muestra y disolventes; para controlar la salida y la entrada de aire en
cromatografia de gases; en espectrometria de masas para la introduccion de
disoluciones y en los montajes en F.ILA. se han incluido una o mas valvulas

solenoide, con el propodsito de evitar las oscilaciones del flujo durante la insercion de
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la muestra® y recientemente en el analisis por inyeccion secuencial S.I.A., se han
utilizado un conjunto de tres valvulas solenoide como interfase entre el horno
microondas para la digestion de la muestra y el montaje para la determinacién de

hierro®.

Las principales aportaciones de la multiconmutacion al andlisis en flujo
consisten, en la sustitucion de los volumenes de insercion por 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 reconfiguracion.

El dispositivo fundamental en multiconmutacion es la vélvula solenoide de
tres puertos que permite el disefio de redes activas, controlar la dispersion de la
muestra y de los reactivos, lo cual favorece el desarrollo de modalidades de gradiente

de dificil ejecucion en la metodologia F.I.A. convencional.

1.3.2.1. Valvula solenoide de tres puertos

La implementacion de una valvula solenoide de tres puertos en un sistema en

flujo presenta una estructura funcional controlada por el ordenador, como se muestra

en la Figura 1.6.

I [

*
]

Desecho

Figura 1.6: Vialvula solenoide integrada en un sistema en flujo.
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Los montajes por multiconmutacién con valvulas solenoide comprenden, un
nimero variable de véalvulas que actian cada una de ellas como un conmutador
independiente controlado por un ordenador. Esta red, se podria asimilar a un circuito
electrénico que presentase un niumero variable de nodos activos que podrian adoptar
de forma independiente en el tiempo, dos estados posibles “OFF y ON”. 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.

En la Figura 1.7, se describe el funcionamiento de la valvula solenoide en las

dos posiciones de OFF y ON.

OFF ON

— - -
- e

9 I
i -
a7 - | — -
i -

Pt e Tase e

==

l % 7 l T

Detector Muestra Fortador Detector Muestra Portador

Figura 1.7: Funcionamiento de la valvula solenoide de tres puertos.

En posicion ON, al coil que esta conectado al ordenador se le transmite una
cierta cantidad de energia proporcional al pulso eléctrico y la armadura (en forma de
T) es atraida hacia arriba, de esta forma se bloquea la entrada del portador
permitiendo exclusivamente el paso de la muestra hacia el detector. Mientras que en
posicion OFF, el coil que esta conectado al ordenador se relaja y la armadura es
atraida hacia abajo, se bloquea la entrada del muestra y unicamente circula el

portador hacia el detector.
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1.3.2.2. Perfil de insercion en multiconmutacion

Las véalvulas 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. Mientras la valvula se
encuentra inactiva (OFF) la disolucion de portador es aspirada hacia el detector; en
posicion ON un pulso electronico de duracion programable permite la insercion de la
muestra en el portador. El volumen de muestra insertado es proporcional a la
duracion del pulso y puede modificarse alterando el perfil de la secuencia de
insercion, siendo posible la insercion de un so6lo segmento de muestra o de varios
segmentos idénticos o de distintas longitudes alternados con disolucion portadora. La
muestra consumida es la aspirada durante el tiempo que la valvula permanece activa

(ON) y no es necesario un consumo adicional en tareas de lavado.

Las microinserciones de pequefios segmentos de muestra “emparedados”
entre microsegmentos de portador favorecen un mezclado intimo de las disoluciones
de muestra y portador incluso cuando el volumen inyectado es grande, que bastara

con aumentar el nimero de microinserciones de muestra.

Se trata pues, de un sistema versatil que permite la insercion de volumenes
variables de muestra a través del “software”, garantiza la insercion reproducible de
volimenes muestra de unos pocos microlitros mediante el control electronico de la
duracion de los pulsos y finalmente destacar que las valvulas solenoide son

susceptibles de una facil automatizacion.
A continuacidn, en la Figura 1.8 se detallan diferentes perfiles y secuencias

de insercion que se pueden obtener con un sistema con valvulas solenoide controlado

por el tiempo o por la longitud del pulso eléctrico.
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Estados de la yvalvula
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Figura 1.8: Secuencias y perfiles de insercion.

1.3.3. Ventajas y desventajas de la multiconmutacion frente a F.L.A.

La multiconmutacién no debe entenderse como una alternativa mas comoda y
eficaz a los métodos clasicos, en lo que se refiere a la insercion de la muestra o de los

reactivos en la corriente portadora. El empleo de pequefias redes con nodos en forma

-27-



Capitulo primero

de vélvulas solenoide actuando como conmutadores y controladas por un ordenador a
través de un sencillo “software”, permite modificar la configuracion del montaje
(ciclos de apertura y cierre) sin necesidad de alterarlo fisicamente y manipularlo,
ampliando enormemente las posibilidades analiticas del andlisis en flujo,

revolucionado en los ultimos afios por la metodologia F.I.A.

Las principales ventajas de la multicomutacion frente al andlisis por

inyeccion en flujo son:

+ Miniaturizacion de los montajes en flujo. El reducido tamafio de las
valvulas solenoide y de las interfases electronicas permite el desarrollo de equipos
integrados de reducido tamafio y de instrumentacion portatil para efectuar analisis “in
situ”.

% Disminuciéon del consumo de muestra y reactivos. Las configuraciones
en multiconmutacion permiten que muestra y reactivos sean microdispensados de
forma muy precisa; volumenes de unos pocos pl, correspondientes a fracciones de
segundo de tiempos de insercion, pueden obtenerse de forma muy reproducible.

+ Aumento de la reproducibilidad. La intervencion del operador es
minima (principal fuente de irreproducibilidad), ya que, el proceso de insercion esta
controlado por un ordenador via “software”. Por tanto, la multiconmutacion favorece

el disefio de métodos de analisis completamente automatizados.

% Economia y sencillez. El precio de una valvula solenoide de tres puertos
es inferior al de una valvula rotatoria convencional de las empleadas en F.LA.
Ademas, el dispositivo para los ciclos de apertura y cierre de las valvulas solenoide
solo necesita un impulso eléctrico (12 V y 100 mA como valores de referencia), no
se precisa de una fuente de alimentacién suplementaria, una tarjeta conectada

directamente al ordenador controla todo el sistema. Por tanto, se requiere de un
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“hardware” y de un “software” relativamente simples y de lenguajes de

programacioén como Quickbasic y TurboPAscal ampliamente difundidos.

% Versatilidad. A diferencia de la metodologia F.I.A., la multiconmutacion
permite alterar la longitud de reactores, los volumenes de muestra insertados, en
definitiva, todas aquellas variables que inciden directamente en los perfiles de
dispersion, sin necesidad de modificar fisicamente el montaje. La reconfiguracion del
mismo se lleva a cabo mas facilmente que en los sistemas F.I.A., basta inicamente
con reprogramar la duracion de los impulsos eléctricos que controlan la apertura y

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

% Ampliaciéon de las modalidades de analisis en flujo. El “control
electronico” de la dispersion (mejor control espacio-temporal de la dispersion frente
al F.ILA.) y la mayor versatilidad asociada a la multiconmutaciéon han permitido la
implementacién de modalidades de gradiente® (flujo detenido, confluencia de zonas,
penetracion de zonas, muestreo de zonas), de procedimientos automatizados para
determinaciones multiparamétricas y de montajes multicanales complejos que

pueden ser manipulados de forma simple y eficaz.

Sin embargo, frente a estas importantes ventajas, hay que mencionar algunas
limitaciones o desventajas:

% Limitaciones en los volimenes de insercion. Si los segmentos de
muestra y reactivos introducidos son muy pequeios se hace necesario sincronizar la
unidad de bombeo y las microinserciones, en caso contrario, los pulsos de la bomba

distorsionarian de forma irreproducible los perfiles de dispersion.

% Aspiracion de muestra y reactivos. Debido a que las valvulas solenoide
actiian 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
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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
combinacion de las valvulas solenoide permite el emplazamiento clasico de la bomba

antes de los puntos de insercion.

s Comercializacién de equipos. La no disponibilidad comercial de los
equipos (interfases electronicas 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 multiconmutacion hacen uso de “hardware y

software” de fabricacion propia.

1.3.4. Modalidades F.I.A. y multiconmutacion

La wversatilidad y aplicaciones de la multiconmutacion surgen como
consecuencia de la mayor simplicidad y eficacia en el control de la dispersion de

muestra y reactivos en comparacion con la metodologia F.I.A.

La multiconmutacién no es una manera mas elegante y automatizada de
reproducir las estrategias que el analisis por inyeccion en flujo ha desarrollado desde
1975, sino que, bajo esta denominacion se esconde un nuevo concepto del analisis en

flujo, el cual engloba y amplia al F.I.A. como precursor.

Es interesante destacar que mediante la combinacion de véalvulas solenoide y
el disefio de redes eficaces y versatiles, se pueden reproducir y llevar a cabo las

siguientes operaciones:

1) Reproducir el mecanismo de insercion del bolo de muestra en F.ILA.
2) Dispensar de manera controlada muestra y reactivos para llevar a cabo una
determinacion multiparamétrica basada en la discriminacion espacial y

temporal de los segmentos de disolucion insertados.
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3) Producir perfiles y gradientes de concentracién adecuados, indispensables
en procesos de dilucion o en el disefio de métodos automaticos
volumétricos.

4) Trabajar bajo modalidades en flujo (flujo detenido, confluencia de zonas,
penetracion de zonas, muestro 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 insercion “clasicos”.

5) Imitar a las metodologias de flujo mas recientes, como es el analisis

secuencial en flujo el S.ILA.

1.3.4.1. Imitacion del modo de insercion en F.I.A. con multiconmutacion

La versatilidad de la multiconmutacion la proporciona el hecho de que sea
posible reproducir fielmente el mecanismo de inyeccion de una valvula rotatoria de
seis puertos empleada habitualmente en la metodologia F.I.A. El procedimiento se

muestra en la Figura 1.9.

En la posicion de carga la disolucion portadora y la muestra circulan por
distintos canales; el volumen de muestra a inyectar corresponde a la longitud L del
bucle de muestra que conecta las valvulas V2 y V3. El llenado del bucle se efectua
mediante una segunda unidad de propulsion consistente en una bomba solenoide, que
se activa automaticamente durante el proceso de carga proporcionando un flujo
intermitente y pulsante. Durante el proceso de insercion de la muestra, la
conmutacion simultanea de las tres valvulas solenoide a la posicion ON permite que

la disolucion portadora arrastre la muestra hacia el detector.
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Carga de muestra Inyeccion de muestra

=

T P

we o —F- W r = 3 wél D
2 e H B
\“1 x\\
V2 ; , V3
L W
B M

Estados de la valvula

SR

OFF ON

Figura 1.9: Multiconmutaciéon reproduciendo la insercion en el andlisis por
inyeccion en flujo (F.ILA.). W: Desecho; D: Detector; T: Conector; Vn: Valvula

solenoide; M: Muestra; P: Portador; B: Bomba solenoide.

1.3.4.2. Determinacion multiparamétrica basada en la eficiente discriminacion

de la muestra en el portador o en la corriente portador-reactivo

Una configuracion basica o tipo dentro de la multiconmutacion, del mismo
modo que en electronica se habla de circuitos basicos, es aquella formada por una
disposicion de valvulas solenoide en serie o en paralelo que actian a modo de
microdispensadores de muestra y reactivos. A este procedimiento de insercion
secuencial de alicuotas de muestra y reactivos en un unico canal donde transcurren
las reacciones quimicas y el cual esta conectado a la unidad de “propulsion” se le

llama “muestreo binario”.
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A continuacion se muestran diversos posibles montajes en multiconmutacion:
1) Montaje en serie (Figura 1.10).
2) Montajes en paralelo (Figuras 1.11y 1.12).

MONTAJE EN SERIE
Vi
{2
L i—
£ i W
) =l =]

L1 3
O

Estados de la valvula
1], OFF OH OFF
Secuencia de insercion

OM
OFF | [ | LA
OM Fortador

Muestra
OFF | I I w2

OFF I—l_.j wa

ON |

oFF iR ..

FPerhl de
Ingercion

> (R -

AL P M A2 M R2M R2M RIM RITMB1M P

Figura 1.10: Montaje en serie. P: Portador; M: Muestra; R1: Reactivo 1; R2:

Reactivo 2; Vn: Valvula solenoide; Ln: Reactor; D: Detector; W: Desecho.
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En el sistema de la Figura 1.10 la valvula V1 tiene como finalidad aspirar las
muestras y los patrones, permitiendo el lavado del sistema y la eliminacién de
burbujas que se pudieran formar como consecuencia del cambio de disoluciones al
conmutar a la posicion ON. Como se observa en la secuencia de insercion, primero
circula el portador por el sistema, a continuacion la misma valvula V2 conmuta a la
posicion de encendido y se inserta la muestra. Una vez lleno el sistema con la
disolucion de muestra se produce la insercidon consecutiva de cada uno de los
reactivos. Los reactores L1-L3 discriminan espacialmente los distintos
“emparedados” de muestra-reactivo, pudiéndose realizar una determinacidon

multiparamétrica.

En la configuracion descrita a continuacion en la Figura 1.11 los reactivos
son impulsados en vez aspirados. En posicion OFF todas las disoluciones son
recirculadas, excepto el portador que circula por el reactor hasta que la valvula V6
conmuta a la posicion de encendido. A partir de este momento, la corriente portadora
es recirculada y las valvulas (V1,V2,V3,V5) son alterativamente encendidas y
apagadas para insertar secuencialmente alicuotas de muestra y reactivos en un unico
canal donde tienen lugar las reacciones quimicas. Ademas, transcurrido un numero
de ciclos la vélvula 4 permite la limpieza del sistema al conmutar a la posicion ON.
En ausencia del la valvula 7 el flujo principal se dirige directamente al detector, pero
la presencia de la misma permite detener el flujo dentro del reactor para hacer un
control cinético de la reaccion, después de seleccionar un tiempo durante el cual la

valvula 7 se mantiene encendida.
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MONTAJES EN PARALELO

B H
Secuencia de
inzercion
oM
w1 R1
oFF 0H
R2

oM
OFF | u vz

ON R3

OFF il V3

ON M k

DFF |—I |—I |—I |—I I—l I—l w5 uesira

ON V5

e | I_l I I I I I_l Portador
!:'erfil -|_:Ile Tiempo
inserciin

NCE B BEA B BERERHIEE
Flujo R1 MHR1M R2 M B2 M R3M R M

Figura 1.11: Montaje en paralelo. P: Portador; M: Muestra; R1: Reactivo 1; R2:
Reactivo 2; R3: Reactivo 3; C: Solucién de lavado; Vn: Valvula solenoide; L:

Reactor; D: Detector; W: Desecho.
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D
el
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>
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Estadoz de la valvula
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insercion
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Figura 1.12: Montaje en paralelo. P: Portador; M: Muestra; R1: Reactivo 1; R2:

Reactivo 2; Vn: Valvula solenoide; L: Reactor; D: Detector; W: Desecho.
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En el montaje en paralelo de la Figura 1.12 la valvula V1 tiene la funcion de
aspirar las muestras y los patrones, ademas de permitir el lavado y la eliminacion de
burbujas del sistema que se pudieran formar como consecuencia del cambio de
disoluciones al conmutar a la posicion ON. Una de las entradas de las valvulas V2-
V5 esta cegada y es necesario que la insercion de reactivos sea espaciada en el
tiempo introduciendo un segmento de disolucién portadora. Seglin la secuencia de
insercion, en primer lugar circula el portador cuando la vélvula 3 se encuentra
apagada, seguidamente se introducen alternativamente segmentos de muestra y
reactivol al conmutar las valvulas 2 y 4. Tras una nueva insercion del portador, las
valvulas 2 y 5 se encenderian insertandose segmentos de muestra y de reactivo 2
alternativamente. La secuencia de insercion debe programarse de forma que el caudal
de aspiracion para cada una de las disoluciones del sistema se mantenga constante y

no se vea afectado por la conmutacion del resto de las valvulas del circuito.

De las anteriores configuraciones se deducen dos importantes ventajas: el
consumo de muestra y reactivos es minimo y el control de la dispersion de cada una
de las disoluciones dispensadas permite la cuantificacion de diferentes pardmetros en
una misma muestra sin que se produzca un solapamiento de los distintos picos (en
principio un pico por reactivo insertado), mientras que en un montaje F.I.A. habria
que recurrir a reactores de gran longitud para poder discriminar entre picos, evitando

asi el solapamiento de los perfiles de dispersion.

1.3.5. Aplicaciones analiticas

Algunas aplicaciones analiticas de la multiconmutacién quedan reflejadas en
las Tablas (I y II). En cada una de ellas se detalla el detector utilizado, el numero de
valvulas solenoide necesarias, asi como las caracteristicas analiticas del método
propuesto para la determinacion de un grupo de analitos. Es de destacar que no todas
las aplicaciones se desarrollan para la determinaciéon de un Unico analito, sino que
existen numerosos métodos disefiados para la cuantificacion de varios parametros en

una misma muestra.
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14. COMBINACION F.ILA.-QUIMIOLUMINISCENCIA APLICADA A
LOS ANALISIS FARMACEUTICOS

El fenémeno de la luminiscencia se basa en la emision del exceso de energia
en forma de radiacion electromagnética (ultravioleta, visible o infrarroja cercana) por
parte de moléculas, atomos o iones, como resultado de la transicién desde un estado
electronicamente excitado a un estado de menor energia, normalmente el estado
fundamental. Se conocen muchos tipos de luminiscencia que se clasifican segin la
naturaleza de la fuente de energia responsable de excitar las sustancias. En la Tabla

.. . .. . 82
1.1 se exponen los distintos tipos de luminiscencia ™.

Las dos manifestaciones mas conocidas de la luminiscencia® producida por
especies moleculares de utilidad analitica son la fluorescencia y la fosforescencia.
Otra manifestacion que esta adquiriendo cada vez una mayor importancia en analitica
es la quimioluminiscencia, que en términos sencillos se puede definir como la
produccion quimica de radiacion: el estado excitado se produce a expensas de la
energia resultante de una reaccion quimica. El ejemplo mas tipico de este fendmeno
es el luminol. Cuando en este tipo de reacciones intervienen los seres vivos o
sistemas biologicos, el fendmeno recibe el nombre de bioluminiscencia. El ejemplo

mas conocido es el de las luciérnagas.

La quimioluminiscencia se define como la produccion de radiacion
electromagnética (ultravioleta, visible o infrarroja cercana) como resultado de un
reaccion quimica, de forma que alguno de los productos de reaccion se obtiene en el
estado excitado y emite luz al volver a su estado fundamental. El que se produzca
este fenomeno no suele ser muy comun, ya que, la energia liberada en la reaccion
quimica no es lo suficientemente elevada para provocar la excitacion, se disipa en
forma de calor u ocurre la combinacién de ambos. El proceso por el cual se produce
la quimioluminiscencia es el mismo que para la fotoluminiscencia (fluorescencia y

fosforescencia) excepto que no se necesita ninguna fuente de excitacion luminosa.

-41 -



Capitulo primero

Nombre

Caracteristicas

Fluorescencia

Fotoluminiscencia de tiempo de vida corto
procedente de un singlete excitado, formado por la
absorcion de radiacion ultravioleta, visible o
infrarroja cercana.

Fosforescencia

Fotoluminiscencia de tiempo de vida largo
procedente de un triplete excitado, formado por la
absorcion de radiacion ultravioleta, visible o

infrarroja cercana.

Quimioluminiscencia

Luminiscencia en que la molécula en estado
electronicamente excitado ha sido generada por una
reaccion quimica.

Bioluminiscencia

Quimioluminiscencia en la cual la radiacién visible
emitida procede de procesos quimicos en el interior
de organismos vivos o de sistemas quimicos
derivados de ellos.

Electroquimioluminiscencia

Quimioluminiscencia en la que uno o mas reactivos
se generan in situ por un proceso electrolitico.

Electroluminiscencia Luminiscencia procedentes de descargas eléctricas.
o ] Luminiscencia procedente de sdlidos sometidos a
Termoluminiscencia i
calentamiento.
Candoluminiscencia Luminiscencia procedente de solidos incandescentes.
] o , Luminiscencia procedente de atomos metalicos
Piroluminiscencia )
excitados por llamas.
o . Luminiscencia originada por irradiacion con
Anodoluminiscencia .
particulas alfa.
. ) Luminiscencia originada por irradiacion con
Catodoluminiscencia )
particulas beta.
] o ) Luminiscencia originada por irradiacion con rayos
Radioluminiscencia
gamma o X.
Luminiscencia originada por reordenamiento
Triboluminiscencia estructural en  sélidos, por ejemplo por
aplastamiento.
. . Luminiscencia originada por exposicion de la
Sonoluminiscencia

sustancia en disolucion a la accidn de ultrasonidos.

Tabla 1.1:Tipos de luminiscencia.
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El proceso quimico de generacion de quimioluminiscencia se puede

esquematizar en los dos siguientes pasos:

A+B—>C*+D @D
C*—> C+hv (ID

r

ENERGIA

Figura 1.13: Esquema del fendmeno de quimioluminiscencia. 1)

Excitacion, 2) Relajacion y emision de luz.

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

quimioluminiscencia:

% Liberar la suficiente energia para producir un estado electronicamente
excitado. La energia de los fotones en la region visible oscila entre 44 y
71 Kcal/mol, de acuerdo con esto, la energia liberada tiene que ser como
minimo de 44 Kcal/mol para que la reaccion sea quimioluminiscente.
Cambios en esta magnitud de energia se pueden encontrar en reacciones
de oxidacion, especialmente en aquellas donde intervienen el oxigeno,
peroxidos y oxidantes fuertes.

% El camino de reaccion debe de favorecer la formacion del estado

electronicamente excitado.

X/
X4

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

)

molécula luminiscente.
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De los cuatro parametros que caracterizan la emision quimioluminiscente;
intensidad, color, velocidad de produccion y velocidad de disminucion, el primero es
el mas importante en cuanto a la aplicabilidad analitica de un reaccién

quimioluminiscente.

Esta intensidad de luz emitida depende de la velocidad de la reaccion
quimica, del rendimiento de la produccion de estados excitados y del rendimiento

correspondiente a la emision de luz por parte de los ultimos.

En quimioluminiscencia el rendimiento cuantico se define como:

N° fotones emitidos

der-

N° de moléculas reaccionantes

y la intensidad como:

I = ¢CL dP/dt = (1)]5)( (1)}5]\/[ dP/dt

I Es la intensidad de la emision quimioluminiscente; es decir, el
numero de fotones emitidos por segundo.

dP/dt  Es la velocidad de la reaccion quimica; que corresponde al nlimero
de moléculas que reaccionan por unidad de tiempo, en segundos.

dcL Es el rendimiento cuantico de la quimioluminiscencia; o lo que es
lo mismo, el nimero fotones emitidos por molécula reaccionada.

dEx Es el rendimiento cuantico de excitacion, es decir, el numero de
estados excitados producidos por molécula reaccionada.

dEM Es el rendimiento cudntico de emision o numero de fotones

emitidos por estado excitado.
Por tanto, una reaccion quimioluminiscente adecuada requiere de una

produccion selectiva del intermediario y una eficaz conversion de éste en un estado

singlete excitado de un producto altamente fluorescente.
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En general, las reacciones quimioluminiscentes comunmente explotadas en el
analisis tienen rendimientos cudnticos que pueden llegar a 0.5, pero la casi
inexistencia de emisiéon de fondo hace que sistemas con rendimientos cudnticos
mucho menores puedan ser empleados, como es el caso del luminol, que durante
muchos afos ha sido considerado el de mayor eficacia y posee un rendimiento

cuantico de quimioluminiscencia entre 0.01-0.05.

Hay que destacar que el color y el rendimiento cudntico que inciden
directamente sobre la emision quimioluminiscente, pueden verse muy afectados por
la polaridad del disolvente, la temperatura de la disolucion, y por la influencia de
procesos secundarios, como la amortiguacion de la emisién de radiacion del estado

excitado (quenching).

A falta de predicciones teoricas seguras, existen varias reglas empiricas para
tratar de estimar si un sistema va o no a tener un comportamiento
quimioluminiscente. Por ejemplo, si un analito o su producto de oxidaccion es
fluorescente entonces existe una alta posibilidad de que la oxidacion de la molécula
resulte quimioluminiscente con oxidantes fuertes. Sin embargo, existen muchas
excepciones a estas reglas, y en muchas ocasiones no es posible predecir un

comportamiento quimioluminiscente.

En la naturaleza el fenomeno de emision de luz derivado de reacciones
quimicas en organismos luminosos (bacterias, hongos, insectos, peces y pescado en

. - 84-8
descomposicién), se conoce desde hace mucho tiempo™ ™’

y se denomina
bioluminiscencia. La primera referencia que se tiene sobre la produccion quimica de
luz se remonta al afio 1669 cuando el alquimista Henning Brandt®, de Hamburgo,
tras el proceso de destilacion de la orina mezclada con arena y calentando a fuego
intenso, observo que en el fondo de la retorta existia una sustancia blanca certlea que
emitia una luminiscencia blanca a la que denominé “fuego frio”. No fue hasta dos

siglos después cuando Radziszewski descubrié que la lofina® emitia luz verde

cuando reaccionaba con el oxigeno en presencia de una base. Desde entonces, se han
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sintetizado compuestos quimioluminiscentes y se han estudiado sus mecanismos de

reaccion y aplicaciones analiticas.

La quimioluminiscencia ha sido observada en fase so6lida, gaseosa y liquida.
La emisién de radiacion producida por compuestos solidos ha encontrado numerosas
e importantes aplicaciones (pantallas de rayos X, tubos de rayos catddicos), pero sin
embargo el numero de solidos conducentes a reacciones quimioluminiscentes es
reducido, quizds la mejor ilustracion de este tipo de reaccion es la
quimioluminiscencia producida por la oxidacion del siloxeno. Los sistemas
quimioluminiscentes en fase gaseosa surgen debido a la necesidad de determinacion
de contaminantes atmosféricos; los sistemas en fase gaseosa se clasifican segin
tengan o no lugar en presencia de una llama. Con llama, la emisién
quimioluminiscente se puede producir por la recombinacion de especies generadas
en la misma, las aplicaciones mas importantes de esta modalidad es la determinacion
de azufre y fosforo. Mientras que los sistemas luminiscentes en fase gaseosa sin
llama, se basan generalmente en mezclar un exceso de reactivo gaseoso con la
muestra gaseosa y medir la luz emitida. Todos estos fenomenos han dado lugar a
procesos analiticos de sensibilidad muy elevada, aunque la modalidad denominada
quimioluminiscencia en disolucion es la mas utilizada. Esta introduccion se centra en

los sistemas quimioluminiscentes mas importantes empleados en fase liquida.

1.4.1. Consideraciones basicas. Aplicaciones analiticas

El interés analitico de la quimioluminiscencia radica en la posibilidad de

producir moléculas emisoras de luz sin irradiacién anterior, lo cual evita varios

problemas derivados de la dispersion de la luz, excitacion no selectiva o inestabilidad

de la fuente de radiacion.
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Las ventajas de la quimioluminiscencia para el andlisis incluyen la
posibilidad de alcanzar una elevada sensibilidad, bajo limite de deteccién y un
amplio intervalo dindmico de linealidad utilizando una instrumentacion muy simple.
Los bajos limites de deteccion que caracterizan a estos procedimientos dependen de
un gran numero de factores, pero especialmente del hecho de que no es necesario el
uso de una fuente de radiacion, lo que reduce o elimina la dispersion de Raman y
Rayleigh y el ruido de fondo asociado a la fuente. Esto permite aplicar altos voltajes

al tubo fotomultiplicador™

consiguiendo una mejora significativa en la relacion
sefial-ruido de fondo con respecto a la deteccién fluorimétrica convencional’'. Por
tanto, la bajisima sefial de fondo es un ventaja destacable en la excitacion quimica, y
permite obtener limites de deteccion de femtomoles, alcanzandose attomoles en
algunos casos’”. Se han llegado incluso a detectar niveles tan bajos como 120
moléculas en el caso de ciertas enzimas™. Las rectas de calibrado son a menudo

lineales en varios 6rdenes de magnitud, asi por ejemplo, la grafica de calibrado log-

log para la morfina es lineal en el intervalo 10*-10"° mol 1" **.

Todos los sistemas basicos de quimioluminiscencia asi como otros menos
explotados, han sido empleados para la determinacién de una gran nimero de
sustancias tanto de naturaleza orgdnica como inorganica, cuya presencia repercute
sobre la intensidad de emision finalmente medida como resultado de la participacion

del analito en el proceso global que conduce a la quimioluminscencia®**’.

Desde el punto de vista analitico, los procesos quimioluminiscentes pueden
ser clasificados en:
a) Métodos directos: aquellos en que el analito emite la radiacion tras ser
oxidado.
b) Métodos indirectos: cuando el analito interviene de un modo distinto en

el sistema quimioluminiscente.

En las Tablas I, II, III, IV, V (pp.75-91) se presentan unicamente aquellas

aplicaciones a la determinacion quimioluminiscente de productos farmacéuticos que
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se basan en la metodologia F.I.LA y flujo continuo no segmentado. Las
determinaciones expuestas se han clasificado en funcion del proceso quimico

utilizado.

Como puede observarse en las referencias de dichas tablas, 93 articulos de un
total de 134 han sido publicados en los ultimos siete afos. Este dato denota el
creciente interés suscitado por las técnicas analiticas basadas en la

quimioluminiscencia.

1.4.1.1. Sistemas basicos de quimioluminiscencia

., Color Rendimiento .
Reaccion , .. Referencia
(Amax) cuantico
Oxidacion del luminol en medio acuoso
Azul (425 nm) 0.01 95,96

alcalino.

Azul-violeta
Oxidacion del luminol en DMSO. 0.05 95
(480-505 nm)

Azul-verde
Oxidacion de la lucigenina en H,O, alcalino. 0.016 96
(440 nm)
Amarillo
Oxidacion de la lofina en NaOH alcoholico. 96,97
(525 nm)
Pirogalol en H,0, alcalino. Rosa rojizo 95
Oxidacion de la D-luciferina mediante la
luciferasa, dependiente del ATP:
pH 8.6 Amarillo-Verde 0.88 95,96,98
(560 nm)
pH 7.0 Rojo (615 nm) 96
Aldehido alifatico, FMNH, oxidaciéon con
) ] (490 nm) 98
bacterias marinas.
Oxidacion del peroxioxalato (TCPO) utilizando
Azul 0.07-0.50 95,96
9,10-difenilantraceno como fluoréforo.
Ru(bipi); Rojo (600 nm) 99

Tabla 1.2: Caracteristicas mas importantes de las reacciones quimioluminiscentes

estudiadas. Los procesos indicados se detallan a continuacion en el texto.
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1.4.1.1.1. Sistemas quimicos no bioldgicos

Este grupo de sistemas quimioluminiscentes incluye como reactivos mas
utilizados las siguientes sustancias: lofina, luminol, lucigenina, ésteres de oxalato y
tris (2,2’-bipiridina) rutenio (II) responsables de la mayoria de las aplicaciones

analiticas.

a) Imidazoles

Como se ha indicado anteriormente, los primeros estudios de la reaccion
quimioluminiscente de la lofina (2,4,5-trifenilimidazol) fueron realizados en 1877
por Radziszewski®. La lofina se oxida en medio alcalino con dimetilsulfoxido
(DMSO) o en medio hidroxido sddico alcoholico por los pares peroxido-hipoclorito
o perdxido-hexacianoferrato (III) y también por el oxigeno como se observa en la
Figura 1.14. La oxidaciéon de la lofina puede ser catalizada por varios iones

inorganicos como AuCly, C107, MnOy, Fe(CN)¢", Co(II) y Cr(III).

En la reaccion de la lofina con el peroxido de hidrogeno en medio alcalino, se
ha aprovechado el hecho de que el cobalto Co(Il) actia como catalizador de la
reaccion para determinarlo en la cianocobalamina (vitamina B);) incrementando la
intensidad de la emision quimioluminiscente con el empleo de cloruro de

. . . 1 00
hidroxilamina .

Se han estudiado las reacciones quimioluminiscentes de dieciocho derivados

de lofina en un sistema F.I.A.'°!.
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H
N OH, 0,

i Lofina

©\/N
* O
ij/ Intermedio *

(™)

¢

I+Luz

Figura 1.14:Reaccién quimioluminiscentes con lofina (imidazoles).

b) Acilhidrazinas

La oxidacion quimioluminiscente del luminol (5-aminoftalhidrazida) a 2-
aminoftalato provocada por peroéxido de hidrogeno, oxigeno, hipoclorito,
permanganato o perborato, en disolucion basica (pH =10-11) fue descubierta por
Albrecht® en 1928. Esta reaccion ilustrada en la Figura 1.15, es catalizada por
enzimas (ej.: peroxidasa) y un gran nimero de iones metalicos, de los cuales Cu(lIl),
Co(II), Mn(Il) y Fe(II) son especialmente efectivos. Hay que destacar que con
algunos catalizadores como el Cr(II), Cu(Il), Fe(Il) y Ni(II) la quimioluminiscencia

producida, es incrementada por la presencia de haluros como el bromuro, cloruro y
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fluoruro. Ademas, el hexacianoferrato (III) puede actuar como catalizador y co-

oxidante en la reaccion.

La reaccion de oxidacion del luminol con peroxido de hidrogeno puede
aumentar la intensidad quimioluminiscente por un factor de 25000 en presencia de
algunos compuestos organicos como sales de diazonio. El complejo acetilacetonato
de oxovanadio (IV) puede aumentar la quimioluminiscencia del luminol, empleando
un medio micelar inverso de cloruro de cetiltrimetilamonio, incluso en ausencia de
reactivos oxidantes tales como el peréxido de hidrogeno'™. El diéxido de carbono
produce un efecto exaltador en la quimioluminiscencia del luminol en ausencia de

oxidante afiadido'®.

0 0
Ny OH , catalizador, HyO, o
' — 3 2-AFA + N+ luz
NH o
NH, O NH, O
Luminol 2-aminoftalato *
(2-AFA¥)

Figura 1.15: Reaccion quimioluminiscente con luminol (acilhidrazinas)

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

.- 104
glucosa y creatinina .

-51 -



Capitulo primero

El proceso general de oxidacion del luminol se puede describir mediante el

siguiente esquema:

Reactivo Reactivo

Luminiscente{ - |Oxidante -|- Otros —> | Luminiscente [4- Otros Luz
Reducido ARG Catalizador | Oxidadado Productos +

Este esquema muestra el elevado nimero de variables que intervienen en la
reaccion y por lo tanto el gran nimero de posibilidades analiticas que ofrece, que
sumado al elevado rendimiento cuantico del proceso lo hace idoneo para explotar
estas posibilidades. El analito puede intervenir en estas reacciones
quimioluminiscentes como oxidante, catalizador, sensibilizador o incluso se puede
convertir en una especie oxidante o en un compuesto luminiscente (“etiquetado”
como reactivo luminiscente). Las determinaciones analiticas se pueden extender
tanto a sustancias que tienen un efecto indirecto en la reaccidon, como a aquellas que
influyen sobre la concentracion del oxidante o del catalizador (inhibidores de la
reaccion). A continuacion se comentaran algunos ejemplos basados en la
determinacion indirecta del analito mediante la oxidacion del luminol, que pueden

observarse, a su vez, en la Tabla II.

La determinacion del nitroprusiato sodico se basa en la accion de €ste como
catalizador de la reaccion del luminol con el peroxido de hidrégeno en medio

. 105,106
alcalino .

Un procedimiento basado en la catdlisis indirecta lo constituye la
determinacion de acido ascorbico, en la que el analito reduce el Fe(Ill) a Fe(Il) y, a
su vez, el hierro ferroso generado cataliza la oxidacion del luminol'”’. De la misma
forma, el complejo Fe(Ill)-citrato se descompone fotoquimicamente para liberar el
catalizador Fe(Il) de la oxidacion del luminol por H,0,'® En la determinacion de la
vitamina B, (cianocobalamina), el analito se acidifica para liberar Co(Il) que actua

. . . 1109,110
como catalizador de la reaccion con el luminol ™.
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En la determinacién de la vitamina Bg (piridoxina) el analito interacciona en

., . ey eq- 111
la reaccion del luminol como sensibilizador .

El analisis de las moléculas que contienen el grupo tiol aprovecha el hecho de
la inhibicion de la quimioluminiscencia que causan al provocar la reduccion del

hipoclorito, que es utilizado por algunos autores como oxidante del luminol' 2.

El acido ascorbico se determina fundamentalmente por la inhibicion que

provoca al consumir parcialmente el oxidante del luminol, bien en disolucion''" o

. . o . . . . ., o« 116-118
bien inmovilizado el luminol en una resina de intercambio anidnico .

Entre el grupo de métodos recogidos en la Tabla II, también cabe destacar la
utilizacion de reactores en fase sélida en la que el luminol se inmoviliza con ayuda

116,117

de una resina anionica fuerte . En alguno de los casos expuestos también se

"8 En la determinacion de isoniazida“g, la muestra

inmoviliza el agente oxidante
pasa a través de un reactor conteniendo MnO;; la oxidacion del farmaco al pasar por
el reactor provoca la liberacion de una cantidad equivalente de Mn(Il) y su presencia
inhibe, en un tanto proporcional, la emision de radiacion causada por la oxidacion del
luminol mediante H,O, y K3;Fe(CN)s. En ausencia de este ultimo reactivo,

K;3Fe(CN)g, se observa el efecto contrario.

La reaccion del luminol se ha empleado para determinar ATP de forma
indirecta y en un sistema por inyeccién en flujo, para ello, se inmoviliza un enzima

por adsorcién en una membrana de nitrocelulosa'®’.

Esta reaccion también ha sido utilizada para cuantificar alcaloides por la

inhibicién del sistema H,O»-luminol-NH4(Cr(NH3)2(SCN),)-H,0'.

Se han ensayado diferentes derivados del luminol y en ningun caso se han
obtenido, en las mismas condiciones, intensidades de quimioluminiscencia

superiores que con el propio luminol .
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¢) Sales de acridinio

La sal de acridinio mas conocida y mas ampliamente utilizada en

quimioluminiscencia es la lucigenina (nitrato de bis-N-metilacridinio). Los primeros

estudios de quimioluminiscencia son de Glue y Petsch® en 1935. La oxidacion de la

lucigenina tiene lugar en medio basico por el peroxido de hidrégeno (Figura 1.16).

Esta reaccion es catalizada por un gran numero de iones metalicos, alguno de los

cuales como por ejemplo el Bi(II1)* no catalizan la reaccién del luminol. El producto

de la reaccion es insoluble en agua y se deposita en las paredes de los sistemas de

flujo y de los detectores, ello genera problemas a la hora de realizar un analisis

cuantitativo. Sin embargo, una pequeia cantidad de tensoactivo como el sodio

. o q . . . . 123,124
dodecilsulfato, afiadida a la disolucion de lucigenina'**

previene la precipitacion.

CHs CH,
N |
+\ \ N
NS OH, H,0,
X
+
\I\|I = \N
CH b,
Lucigenina
1 I
N N
x v
NMA +Luz-f—— +
(@) O
N-metilacridona *
(NMA*)

Figura 1.16: Reaccion quimioluminiscente con lucigenina (sales de acridinio).
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El tensoactivo i6nico Brij 35 se ha propuesto en la determinacion de acido

, 4. 125 - . 126 . . . ., . .
ascorbico “” e isoprenalina ~” mediante el sistema de oxidacion de la lucigenina.

La determinacion de la kanamicina se basa en la inhibicidon de oxidacion de la

lucigenina por el perdxido de hidrogeno en presencia de Co(II) como catalizador'’.

Trabajos recientes'*® ponen de manifiesto la posibilidad de determinar por
quimioluminiscencia directa algunos compuestos de la familia de las acridinas,
concretamente acriflavina, proflavina, y amarillo de acridina por oxidacion con
KMnO, en medio acido sulfurico. Dichos compuestos habian sido descritos como no
quimioluminiscentes, sin embargo, la combinacién de F.I.A. con los nuevos modelos
de luminémetros esta permitiendo éstas y otras muchas aplicaciones de los sistemas

con sales de acridinio.

También se ha desarrollado un nuevo método para la determinacién de nitrito
en aguas en un sistema F.ILA., basado en la inhibicion de la quimioluminiscencia de

la acriflavina'®’.

d) Esteres de oxalato

La oxidacién quimioluminiscente de ésteres de aril-oxalato, normalmente con
perdxido de hidrogeno y en presencia de un fluoréforo como se describe en la Figura

%.130 " Esta reaccion fue

1.17, presenta un rendimiento cudntico de hasta 0.5
descubierta por Chandross en 1963 ®. Los sistemas analiticos que se basan en esta
reaccion se ven menos afectados por parametros experimentales que los basados en
la reaccion del luminol, aunque la emision quimioluminiscente puede verse
disminuida por parte de especies facilmente oxidables tales como bromuro, yoduro,

sulfito, nitrito, compuestos organosulfurados y anilidas sustituidas’.
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1C1 Cl
0 d H,0,, Fluordforo - o
QJH‘/ — > |Intermedio ~ Fluoréforo
O
d 0O
@] d

bis-(2,4,6-triclorofenol) oxalato ql
Fluoréforo+ iz < Fluorforo*  + 200, +2Q

d

Figura 1.17: Reaccion quimioluminiscente con bis-(2,4,6-triclorofeno) oxalato

(ésteres de oxalato).

Los ésteres de aril-oxalato mas empleados han sido: bis(2,4,6-triclorofenil)
oxalato (TCPO) y bis(2,4-dinitrofenil) oxalato (DNPO). La intensidad de la
quimioluminiscencia depende del éster que se use y del disolvente y puede ser
alterada por la modificacion del pH mediante adicion de 4cidos y bases débiles'". El
TCPO es mas estable pero el DNPO presenta la ventaja de dar lugar a reacciones mas
rapidas''. La insolubilidad de ambos en agua y su tendencia a hidrolizarse supone
un inconveniente. Por ello, con el fin de aumentar la solubilidad y estabilidad de los
reactivos se han usado disolventes oganicos y mezclas tales como dioxano/agua,
terc-butanol/agua, acetonitrilo/agua o acetato de etilo/metanol/agua como medio de
reaccion. Con la misma finalidad, se han usado también micelas, micelas inversas y
agregados de membrana de doble capa®. Mediante las micelas inversas se ha podido
exaltar la intensidad de emision correspondiente a la reaccidon quimioluminiscente
del TCPO-H,0, hasta 55 veces, empleando el sistema para determinar fluoréforos
tales como el 4cido 8-anilinio-1-naftalensulfénico y la rodamina B'*2. Se ha

intentado también explotar la insolubilidad en agua de los aril-oxalatos usando

- 56 -



Introduccion

TCPO™? inmovilizado, que se disuelve lentamente con el paso del flujo. Otros
estudios han demostrado que otros oxalatos pueden ser mas apropiados en algunos

. 134-1
casos particulares'>*'%.

Se han estudiado diferentes catalizadores de la reaccion quimioluminiscente
del peroxioxalato, empleando el TCPO como reactivo. Estos catalizadores son

compuestos heterociclicos constituidos por imidazoles sustituidos’”.

Varios cationes metalicos exaltan la intensidad de quimioluminiscencia de los
peroxioxalatos de entre los cuales cabe destacar el Cu(Il) como el que causa un

mayor incremento' .

La reaccion de TCPO y DNPO con peréxido de hidrégeno se ha aprovechado

para determinar porfirinas en orina ™.

En la bibliografia se puede encontrar una revision sobre el empleo de la

reaccion quimioluminiscente del TCPO en cromatografia liquida y en técnicas de

. g . 139
inyeccion en flujo ™.

e) Tris (2,2’-bipiridina) rutenio (II)

En el sistema del tris(2,2'-bipiridina) rutenio(Il), la emision naranja centrada
en 610 nm proviene del Ru(bipi)32+*, (bipi=2,2’-bipiridina). Esta especie excitada se

puede obtener de las siguientes formas:
a) por reaccion de Ru(bipi)33+ con Ru(bipi);"

b) por reaccion de Ru(bipi);" con algunos oxidantes

¢) por reacciéon del Ru(bipi);®” con algunos reductores
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La especie estable en disolucion es Ru(bipi)s*" y las otras dos se pueden
generar a partir de ella: el Ru(bipi);" por reduccion a potencial -1.3 V (frente

Ag/AgCl) y, Ru(bipi)s®* por oxidacion a +1.3 V aproximadamente.

La reaccion con el oxalato se muestra en la ecuacion [I]
Ru(bipi);*" — Ru(bipi);® + ¢
2 Ru(bipi)s>" + C204 — 2[Ru(bipi);*']" + 2CO, [1]

[Ru(bipi)s*]" = Ru(bipi)s*" + luz

. Ce . .o + ., .
La especie inicial Ru(b1p1)32 se regenera durante la reaccion. El sistema
.o .. .oy 2+ . , . ;.
quimioluminiscente del Ru(bipi);~ proporciona facilmente un control electroquimico

debido a la simple interconversion de los estados de oxidacion.

La zona de pH oOptima para obtener y medir la quimioluminiscencia del
Ru(bipi);*" se encuentra generalmente entre pH 4 y 10. En aplicaciones
quimioluminiscentes del Ru(bipi);>" se emplean disolventes tales como
agua/acetonitrilo, agua/metanol o agua/acetona. Estos disolventes se pueden emplear
como modificadores en HPLC, teniendo en cuenta que a medida que se aumenta la
concentracion del disolvente organico, la intensidad de la sefial quimioluminiscente
se incrementa, sin aumentos significativos en la linea base. El Ru(bipi);*" se puede
convertir en Ru(bipi);>” y éste se puede usar simplemente como cualquier otro

. .. .. . ., 140
reactivo quimioluminiscente en disolucion ™.

Existe una gran variedad de aplicaciones (Tabla III) en las que interviene la
reaccion del Ru(bipi);®" con reductores; en ellas la muestra se mezcla con el
Ru(bipi);>", se inserta en un portador a pH adecuado utilizando un electrodo de Pt,
como electrodo de trabajo, frente al de Ag metélica y se mide la quimioluminiscencia
generada. En la determinacion de los compuestos tiazida'*' se emplea un analizador

polarografico para oxidar el Ru(bipi)s*" a Ru(bipi);>". El oxalato y las aminas
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alifaticas (incluyendo aminodcidos, aminas aliciclicas, NADH, y muchos
aminoglicdsidos o antibidticos tetraciclinicos) se pueden determinar a niveles por
debajo de 1 umol I"'. Las intensidades quimioluminiscentes para las aminas terciarias
son entre 10 y 100 veces mayores que para las aminas secundarias, cuyas
intensidades son, a su vez, 10 veces mayores que para las aminas primarias. Las
aminas terciarias alifaticas se pueden determinar de 1 pmol o 10 nmol I o por
debajo. No se ha observado quimioluminiscencia en las aminas ardmaticas como
anilina o difenilamina. El limite de deteccion para los aminodcidos varia desde 1

pmol I' a 1 mmol I" dependiendo de la estructura.

Debido a que la especie Ru(bipi)s®" se regenera durante la reaccion
quimioluminiscente, puede ser una ventaja inmovilizar Ru(bipi);*" en la superficie de
un electrodo. La especie Ru(bipi)s®" se puede crear por control del potencial del
electrodo; un analito en contacto con el electrodo reacciona con Ru(bipi);®" para
producir emisién de luz y conversion del Ru(bipi)s®” en Ru(bipi)s”’, el cual es luego

transformado en Ru(bipi)s®" otra vez por el electrodo'*.

Los derivados del Ru(bipi)32+ han sido recientemente introducidos como
“etiquetas” para inmunoensayos. Se han cuantificado cantidades por debajo de 0.2
pmol-I! 0 20 attomol en 100 pl via oxidacién a Ru(bipi)s’  en la presencia de
triptofilamina. El intervalo dindmico de concentraciones es lineal en 6-7 6rdenes de

magnitud'**'*.
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1.4.1.1.2. Sistemas quimicos bioldgicos

La bioluminiscencia es un fendmeno natural procedente de una gran variedad
de organismos en los que se incluyen bacterias, hongos, animales y plantas, pero es
particularmente significativo en algunas especies marinas. Analiticamente, los dos
sistemas bioluminiscentes mas empleados son los que producen las luciérnagas

123

Photinus pyralis (rendimiento cuantico 0.88 ) y las bacterias marinas Vibrio

harveyi y Photobacterium fischer'™.

Las reacciones bioluminiscentes implican la oxidacion de la luciferina
catalizada por luciferasas. Luciferina y luciferasa son dos nombres genéricos
inventados en 1880 y ampliamente utilizados en nuestros dias para reacciones
bioluminiscentes. Las luciferasas son enzimas que catalizan la oxidacion del sustrato
(luciferina), el cual produce luz. Al igual que muchas enzimas, las luciferasas son
inestables en disolucién pero pueden ser estabilizadas por proteinas como la

albumina.

La cuantificacion del adenosin trifosfato* (ATP) se lleva a cabo mediante una
reaccion bioluminiscente. La reaccion del ATP-luciferina es catalizada por una
luciferasa, formando inicialmente un adenilato que reacciona con el oxigeno disuelto
produciendo el emisor oxiluciferina (y luz), dioxido de carbono y AMP (adenosin
monofosfato). El pH tiene una gran influencia sobre la intensidad de luz emitida. La
presencia de iones Mg(Il) en esta reaccion es imprescindible para desencadenar la
actividad de la luciferasa. La cantidad de luz emitida es proporcional a la
concentracion de ATP, por tanto cualquier sustancia relacionada en la produccion o
disminucién de ATP puede ser igualmente cuantificada. Un efecto similar se produce

con el empleo de metales divalentes como el Zn(II).
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H,L +E +ATP +Mg > — » E.H,L.AMP + Mg Ppi
E.H,L.AMP + O, (g)— (oxiluciferina)*+ AMP +CO, + H,O
(Oxiluciferina)*—p Oxiluciferina + luz

donde:

H,L: Luciferina

E: Luciferasa

ATP: Adenosin trifosfato
AMP: Adenosin monofosfato.

Ppi: pirofosfato inorganico.

Existen revisiones de métodos en flujo continuo e inyeccion en flujo que
permiten analizar diferentes sustratos mediante la inmovilizacion de enzimas y el

. - . . . 145,146
empleo de sistemas basicos de bioluminiscencia .

1.4.1.1.3. Electro y fotoluminiscencia

Algunos de los fendmenos anteriormente descritos se pueden producir
eléctricamente. El fenémeno de la electroquimioluminiscencia se origina a partir de
una especie generada electroquimicamente. Los reactivos se pueden generar en
periodos y lugares exactamente controlados. Los intermedios de reaccion generados
en el proceso electrolitico tienen por lo general tiempos de vida muy cortos y su
accion sobre el seno de la disolucion a distancia del electrodo es despreciable. La
emision quimioluminiscente se confina sobre la superficie activa del electrodo y la
reaccion puede iniciarse y detenerse simplemente por el cambio del potencial del

mismo.

Esta técnica de deteccion ha sido utilizada ampliamente en HPLC y aunque
con menos frecuencia también en F.ILA. Comparte las ventajas de las técnicas

quimioluminiscentes incluyendo la ausencia de luz dispersa de la fuente y el no
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necesitar una instrumentacion muy sofisticada, ya que un potenciostato directo es
suficiente para excitar el analito. Frecuentemente se argumenta que la técnica supone
un ahorro de tiempo frente a la quimioluminiscencia, la cual conlleva la preparacion
de disoluciones de uno o mas reactivos. Una de sus principales ventajas es que
permite obtener reactivos redox muy inestables, cuyas disoluciones son

practicamente imposibles de obtener de otro modo.

El luminol produce luminiscencia por la electro-oxidacion in situ en presencia
de oxigeno o peroxido de hidrogeno®. La intensidad de la electroquimioluminiscencia
debida al perdxido se solapa con el ruido de fondo de la emision del oxigeno. El
ruido de fondo, sin embargo, no disminuye el limite de deteccion del perdxido
(aprox. 1 umol'l'"). La electroquimioluminiscencia neta (después de restarle el ruido
de fondo) es maxima a pH 10. El material 6ptimo para el electrodo en este caso es
oro; aunque el electrodo de carbono vitreo aventaja al platino y proporciona un
maximo de intensidad a potencial positivo de 0.4-0.6V. La estabilidad de la sefial
electroquimioluminiscente se puede mejorar utilizando potenciales alternados: el
luminol primero se oxida a potencial positivo y luego se reduce en la superficie del

electrodo a -0.2V.

El principal inconveniente de la técnica de electroquimioluminiscencia radica
en que se puede extinguir a causa del agua presente en el sistema. El trabajo
necesario para eliminar completamente la humedad ha incitado la investigacion de
los mecanismos de reaccion y la busqueda de la utilidad analitica de los sistemas
acuosos. Existen muchos métodos selectivos para determinar trazas de metales
basados en la electrogeneracion del luminol en un electrodo de Pt. Alternativamente
el luminol se puede generar usando un electrodo cubierto de 6xido de aluminio para
multi-determinaciones de trazas de iones inorganicos, compuestos organicos
fluorescentes e hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs). Haapakka'*’ ha
desarrollado un detector basado en un electrodo implantado en un sistema de flujo

continuo.
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También es posible provocar el fendmeno de la quimioluminiscencia por
irradiacion de las muestras. La fotoiniciacion quimioluminiscente del peroxioxalato

fue presentada por primera vez en 1990'*

. El procedimiento quimico clédsico basado
en la quimioluminiscencia del peroxioxalato presenta reacciones laterales y es muy
sensible a parametros experimentales como la naturaleza del disolvente, pH y
temperatura. La fotoiniciacion conduce a un procedimiento simplificado por
eliminacion del peréxido de hidrogeno. El procedimiento puede ser mejorado
utilizando imidazol como catalizador. El mecanismo empieza con la abstracciéon del
hidrégeno por el estado triplete excitado (éster oxalato) seguido por adicion de
oxigeno. La quimioluminiscencia se observa s6lo cuando existen especies hidrogeno
-donantes presentes. Como dadores de hidrogeno se incluyen los alcoholes, éteres,

aldehidos y cetonas. El procedimiento quimioluminométrico puede iniciarse por una

lampara de mercurio de baja presion.

En otros casos, se ha empleado una pelicula fina de 6xido de zinc que
favorece la fotocatalisis para la generacion de peroxidos organicos derivados del
analito en un reactor fotoquimico. En esta ocasion la fotoiniciacion se induce por
iluminacion bajo luz UV. Mediante este tipo de reaccion se han podido determinar

acidos organicos y aminas'*.

Los montajes F.I.LA. combinados con reactores fotoquimicos y deteccion

quimioluminiscente aunque se han descrito, no han sido ampliamente utilizados '*®.

1.4.1.2. Sistemas especificos de quimioluminiscencia

Cabe destacar la importancia de los métodos basados en la oxidacion directa
del analito por un oxidante fuerte que constituyen un 47% (64 articulos del total 134

articulos) de los trabajos publicados entre 1980 y 2002 en el 4area (F.LA.
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quimioluminiscencia aplicada a los productos farmacéuticos), habiéndose publicado

mas de la mitad (40 articulos) en los ultimos siete afios.

Los métodos directos consisten en la generacion de la especie responsable de
la emision quimioluminiscente por reaccion del analito con oxidantes fuertes (Tabla
I). Se trata de una modalidad sencilla basada en un sistema F.I.A. bicanal donde la
muestra se inserta en un portador adecuado y confluye con la disolucion de oxidante
a la entrada de la celda de flujo. Los procedimientos resultantes suelen poseer una
elevada sensibilidad y muy bajos limites de deteccion, habitualmente superiores a los
métodos indirectos. Por ejemplo, en el caso de la morfina se llega a detectar una

concentracién de 28.5 ppt”™”.

Los reactivos utilizados son siempre oxidantes fuertes o moderados de uso
corriente, tales como permanganato potasico, Ce(IV), ferricianuro potésico, peroxido
de hidrogeno, bromo, hipoclorito sodico, oxigeno y N-bromosuccinimida. Entre
todos ellos destacan por el mayor nimero de trabajos publicados, el permanganato

potasico y el Ce(IV), ambos en medio acido.

La intensidad de la emision quimioluminiscente puede mejorar mediante el
uso de medios organizados (tensoactivos), sensibilizadores o catalizadores de

oxidacion. Por ejemplo, en la determinacién de tetraciclina'™®

se ha empleado el
tensioactivo CTMAB, con el propdsito de proteger el analito y evitar la pérdida de
energia en otras formas distintas a la emision, para producir un incremento en la
intensidad de emision quimioluminiscente de 6 a 8 veces. Entre los sensibilizadores
empleados, destacan el sulfato de quinina que se emplea en la determinacion de

cefadroxil'®!, tiopronina'®%, penicilamina'>’, las rodaminas 6G y B utilizadas en la

155 157

determinacion de captopril'**, hidroclorotiazida'>, acido folico'® y fenotiazinas
En la determinacion de tiopronina'™® destaca la presencia de ambos sensibilizadores:

sulfato de quinina y rodamina 6G.
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Aunque el producto de reaccion sea capaz de emitir luz, el empleo de estos
sensibilizadores (fluor6foros) convierte a los métodos directos en indirectos, pues el
producto de la oxidacion del analito no es quien emite la luz detectada, sino que
transfiere su energia a un aceptor fluorescente responsable final de la emision. La
secuencia inicial se puede considerar como en la reaccion (I) (pagina 43), donde C*
es la especie que se forma en estado electronicamente excitado; inmediatamente C*
retorna al estado fundamental expulsando un foton que puede pasar la energia
transferida a un fluor6foro apropiado (F) que ha de exhibir caracteristicas

fluorescentes.

C* + F — F* + Productos (I11)

F* > F +hy' Iv)

Las reacciones con sensibilizadores presentan una serie de ventajas sobre las
directas, ya que, el sensibilizador puede ser seleccionado para proporcionar el mejor
compromiso entre las longitudes de onda de excitacién y emision, estabilidad
quimica y rendimiento cudntico. En contraste, en la quimioluminiscencia directa
todas estas propiedades residen en el producto de la reaccion el cual obviamente no

puede ser cambiado, lo que hace que presente menor versatilidad en sus aplicaciones.

En cuanto a los catalizadores de oxidacion se ha propuesto el Cu(Il) que

cataliza la oxidacion de las tetraciclinas'> por la mezcla peréxido de hidrégeno y

persulfato; y el Mn(II), que se emplea en la oxidacion aerdbica de la adrenalina'®"'®",

Ocasionalmente, el amoniaco exalta la emisién quimioluminiscente cuando se

162-164

emplea N-bromosuccinimida como oxidante en medio NaOH. De la misma

165

manera se emplea formaldehido ™ como exaltador de la sefial en la oxidacion de

epinefrina y dopamina por permanganato potasico en medio acido.
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En la Tabla I se puede observar, que la tonica general en las reacciones
quimioluminiscentes que emplean permanganato en medio 4dcido como oxidante, es

166-169

que sean directas aunque también se puede encontrar alguna reaccion

sensibilizada'".

En cuanto a las reacciones quimioluminiscentes que emplean Ce(IV) como
oxidante, cabe resaltar que la gran mayoria son indirectas. Algunas de ellas utilizan

sensibilizadores en la reaccion'>>'®

mientras que en otras ocasiones se emplea el
sistema Ce(IV) en medio 4cido sulfurico como oxidante y sulfito sdédico como la
especie excitada que provoca la emision quimioluminiscente, como es el caso de la
determinacién de acetato de prednisona'’’, clorhidrato de ciprofloxacin'”' y de
algunos alcaloides cinchona'’?. El analito actiia en este sistema como sensibilizador
de la sefial quimioluminiscente, aceptando la energia transferida por el sulfito

173

oxidado (se ha postulado que la especie excitada es SO,")'” y emitiendo a

continuacion la radiacion.

En algunos casos se propone el uso conjunto de mas de un oxidante, por
ejemplo perdxido de hidrégeno/permanganato potdsico en la determinacion de
reserpina’ 'y peroxido de hidrogeno/persulfato potésico en la determinacion de las

tetraciclinas'’.

1.4.2. Aspectos operativos

Las aplicaciones analiticas tradicionales de la quimioluminiscencia se derivan
de reacciones con emisiones de gran intensidad y tiempos de vida del emisor de hasta
varios minutos; esto permite efectuar el seguimiento de la reacciébn con una

instrumentacion y procedimientos muy simples.

- 66 -



Introduccion

La intensidad de la luz emitida se mide mediante un tubo fotomultiplicador
PMT (photomultiplier tube). Como habitualmente s6lo hay una sustancia en el medio
de reaccion que emite luz, no se necesita un monocromador para la discriminacion de
longitudes de onda. Avances recientes en la instrumentacion analitica han facilitado
la mecanizacion o automatizacion de las distintas operaciones: adicioén del reactivo,
adquisicion y procesado de datos, el uso de cubetas multiples, etc. con la minima

modificacion del proceso basico.

Existen dos modalidades bdasicas para realizar medidas de

quimioluminiscencia:
a) Procedimientos en estatico .

b) Procedimientos en flujo, bien sea continuo o segmentado.

1.4.2.1. Procedimientos en estatico

En la primera modalidad solamente se mezcla una porcion de reactivo(s)
quiomioluminiscente(s) y de analito. La muestra se coloca en una cubeta que esta
dentro de una camara del luminémetro, situada frente a la ventana del PMT y con
ayuda de una jeringa se afiaden porciones del reactivo quimioluminiscente o

bioluminiscente.

En la Figura 1.18 se puede observar la curva de la intensidad de
quimioluminiscencia frente al tiempo de reaccion. Generalmente, se mide la altura o
area de la curva de la intensidad de emision y se relaciona con la concentracion del
analito, aunque en algunas ocasiones se utilizan otros valores como la anchura del

perfil o la velocidad de decaimiento desde el méaximo.

-67 -



Capitulo primero

Imicio
dela
mezcla
los
treactivos

Intensidad de etnisidn

Tiempo

Figura 1.18: Variacion temporal de la intensidad de quimioluminiscencia.

1.4.2.2. Procedimientos en flujo continuo

En los métodos en flujo continuo, el reactivo quimioluminiscente y el analito
fluyen en continuo por canales separados. Ambos flujos se mezclan en un solo canal
(Figura 1.19). La observacion se realiza en una posicion fijada después de la
confluencia. El volumen entre el punto de mezcla y el punto de observacion y el
caudal del flujo, determinan el tiempo de reaccion transcurrido y por tanto el perfil

de la intensidad de la emision quimioluminiscente frente al tiempo de reaccion.

Intensidad e

B

Tiernpd de FEacCiill  ——

Freactmro &

Fliygjo  ee—
Feactivo B

Funto donde los reactivos se
mezclan o crmpleza la reaccion
gquirndolurnitniscents

Figura 1.19: Posicion de la celda analitica respecto a la intensidad de

quimioluminiscencia.
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Los elementos esenciales para la determinacion quimioluminiscente en flujo
continuo son: camara de mezclado de reactivos, celda de flujo, fotodetector (tubo
fotomultiplicador) y un dispositivo electronico para adquirir y procesar los datos.
Muchos instrumentos disenados para otros propdsitos incluyen todos estos elementos

y pueden servir para medidas quimio y bioluminiscentes. Como resultado de esto, es

muy comun en el trabajo en F.I.A. el uso de sistemas no especificos modificados
adecuadamente, tales como espectrofluorimetros en los que se sustituye el
monocromador de emision por sistemas adecuados para la reflexion total de

radiacion emitida.

La Figura 1.20 muestra un sistema bésico F.ILA. para determinaciones
quimioluminiscentes. La muestra se inserta en un portador a un pH apropiado. El
reactivo que circula en un canal diferente confluye con el flujo de muestra/portador
tan cerca como sea posible de la celda de flujo; una vez en la celda, la emision
resultante de la mezcla de reaccion se monotoriza mediante un tubo

fotomultiplicador conectado al dispositivo electronico adecuado.

Experimentalmente, la disposicion de los elementos para las determinaciones
quimioluminiscentes se optimiza normalmente atendiendo al tipo de conector
empleado en la confluencia de flujos y al tamafo y configuraciéon de la celda.
Basandose en resultados puramente empiricos, muchos autores indican que las piezas
en forma de T son los conectores mas eficientes para mezclar dos flujos, mientras

que otros opinan que las piezas en forma de Y son igualmente eficientes.
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v
P— C
B T PMT G
) y
D

Figura 1.20: Montaje F.ILA. empleado en combinacion con deteccion

quimioluminiscente.

P: portador; R: reactivos, oxidante y ajuste de medio; B: bomba peristéltica; V:
valvula de inyeccion de muestra; T: conector en forma de T; C: celda de flujo;

PMT: tubo fotomultiplicador; G: registrador; D: desecho.

1.4.2.3. Reaccion muestra-reactivo

La reaccién quimioluminiscente en un sistema F.I.A. tiene lugar al confluir
dos flujos que contienen la muestra y el reactivo respectivamente. El mezclado debe
ocurrir cerca de la celda por razones cinéticas. Las medidas de quimioluminiscencia
se pueden hacer unas décimas de segundo inmediatamente después del mezclado,

esto es particularmente util para monotorizar cinéticas (reaccion y emision) rapidas.

Los sistemas heterogéneos en los que alguno de los reactivos que intervienen
en el proceso quimioluminiscente se inmoviliza (fisica 0 quimicamente) sobre un
soporte solido tienen también un gran interés analitico’”. La emision
quimioluminiscente depende tanto de la cinética de la reaccion como de la eficacia
de los procesos de transferencia de masas que entran en juego cuando los reactivos se

ponen en contacto. Este tipo de sistemas ha sido ampliamente usado para inmovilizar
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enzimas sobre soportes solidos y presentan muchas ventajas como menor consumo
de reactivos en ocasiones caros, aumento de la estabilidad del enzima y

compatibilidad con sistemas en flujo continuo automatizados.

La modalidad de flujo detenido constituye una técnica valiosa en asociacion
con el F.ILA. y otras técnicas en flujo. Después de mezclarse la muestra y el reactivo
eficientemente, la mezcla de reaccion se detiene en la celda de flujo con el fin de
realizar medidas basadas en curvas intensidad de emisién frente al tiempo. La
informacion cinética se obtiene de la sefial completa (de la velocidad de ascenso y
decaimiento) y se puede relacionar con la concentracion del analito con una precision
y selectividad mayores que la altura o el area de la curva intensidad de emision-

: 175
tiempo .

La combinacién de la deteccion quimioluminiscente con cromatografia
liquida es potencialmente la mejor opcidon ya que de esta forma se consigue por un
lado la sensibilidad de la deteccion quimioluminiscente y por otro la selectividad
propia de las técnicas cromatograficas. A este respecto cabe decir que el uso de la

cromatografia liquida capilar usando silice fundida empacada es muy prometedor™”.

1.4.2.4. Celdas de flujo

El disefio de la celda es una de las variables de mayor interés. De hecho, la

situacion y la distancia al detector debe ser altamente reproducible.

En 1981 Seitz'’® estudi6 varias celdas para medidas quimioluminiscentes en
flujo continuo y determin6é cual era la mas adecuada para cada tipo de técnica. El
disefio mas frecuentemente usado en F.I.A. es una espiral plana (Figura 1.21) que se

sitlia tan cerca como sea posible del tubo fotomultiplicador (PMT).
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e
D —

Planta Pertil

Figura 1.21: Disefio mas actual de la celda de flujo en un sistema F.ILA. con

deteccidon quimioluminiscente.

La premisa fundamental, en el momento de disefar una celda, es que la
maxima intensidad de luz debe emitirse mientras la mezcla analito-reactivo este
delante del detector. Esto exige un mezclado répido (particularmente en reacciones
rapidas) y una celda que tenga un volumen apropiado para que el pico de emision se
pueda medir. La sefial analitica se ve incrementada al aumentar la longitud de la
espiral; la longitud minima aceptable vendra dada por la velocidad de reaccion. No
se obtiene ninguna ganancia adicional si se utiliza una longitud de tubo innecesaria.
Para minimizar la dispersion de la muestra, la valvula de inyeccion y la celda se
deben situar entre si lo mas cerca posible, a menos que el portador tenga funciones
de reactivo, en cuyo caso el camino de reaccion debera ser optimizado para obtener

. . .7 . s 1
el mejor compromiso entre la reaccion y la dispersion'””.

En comparacion con las celdas de flujo utilizadas en otros métodos
espectrofotométricos (absorcion y emision), las celdas de quimioluminiscencia tienen
volumenes muy grandes, debido en parte a la necesidad de recoger una mayor

cantidad de luz emitida®>'"%.
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Se han desarrollado nuevos tipos de celdas quimioluminométricas con la
finalidad de exponer al tubo fotomultiplicador una gran superficie de reaccion con el
minimo volumen de celda posible. Otra celda que se ha utilizado en electroquimica
es la de capa fina obtenida al situar en forma de “sandwich” un espaciador delgado
(el cual determina el volumen de la celda) entre una delantera transparente de
plexiglas y una pieza de teflon en la parte trasera. El area expuesta al detector es de

179
1

0.5 x 1.5 cm y el volumen de la celda es de 40 pl . Mas recientemente se ha

descrito otra celda de flujo que consiste en un disco rotatorio para facilitar la

reaccion y por tanto la exaltacion de la sefial'™

. El disco y el cuerpo de la celda se
elaboran con PTFE; en la parte superior de la misma se ajustan dos entradas y una
salida para el paso de la disolucion. La superficie del disco se pule suavemente para

reducir la dispersion y aumentar la reflexion de la luz.

1.4.2.5. Detectores

Los detectores adecuados para una gran variedad de aplicaciones
quimioluminiscentes son los basados en tubos fotomultiplicadores (PMTs) donde los
fotones incidentes causan la emision de electrones por parte del fotocatodo y los
electrones emitidos son amplificados en cascada. Aunque los PMTs son menos
eficientes que los contadores de centelleo liquido (LSCs), contintian siendo los
detectores mas utilizados para este proposito. Debido a que la respuesta espectral no
es uniforme, el tubo fotomultiplicador usado debe poseer una respuesta apropiada a
la longitud de onda o el intervalo de longitudes de onda donde se emite la

radiacion'®!.

Cuando se tiene una intensidad de quimioluminiscencia baja, la precision de
la medida depende del tubo fotomultiplicador utilizado. Por este hecho, el PMT
escogido debe dar la maxima relacion senal-ruido de fondo, la cual a su vez depende

de la diferencia de potencial a la que se somete el mismo y que debe ser optimizada.
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Con emisiones quimioluminiscentes fuertes la sefial del detector incluso se puede

medir analdgicamente, mediante un polimetro o un registrador adecuado.

Los contadores de centelleo liquido (LSCs) proporcionan mejor relacion
sefal-ruido de fondo y se basan, esencialmente, en dos canales de contadores de
fotones provistos de un discriminador variable. La muestra se sitia entre los dos
detectores para asegurar una alta eficiencia optica. El discriminador se ajusta para la
transmision de los impactos de los fotones y el rechazo de pequefios pulsos del ruido
de fondo. Este tipo de detector funciona muy bien con intensidades de
quimioluminiscencia bajas, pero da errores de contaje por saturacion y proporciona
relaciones no lineales entre la intensidad quimioluminiscente y el nimero de cuentas
total. Esta ultima deficiencia se podria subsanar con una dilucion apropiada de
reactivos y muestra, por disminucién de la velocidad de reaccion o reduciendo la

fraccion de luz que se transmite.

Independientemente del detector empleado, puede surgir un elevado ruido de
fondo si se requiere una excesiva amplificacion de la sefial. Por ejemplo, en la
reaccion del peroxioxalato, la quimioluminiscencia generada es muy débil en
ausencia de sensibilizador'®* y requiere una gran amplificacién; esto produce un
elevado ruido de fondo y como consecuencia disminuye la relacion sefal-ruido de
fondo. Finalmente, se podria advertir que el ruido de fondo también puede surgir a

causa de otras variables experimentales'® y del sistema quimico.
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1.5. PREDICCION DE QUIMIOLUMINISCENCIA DIRECTA POR
CONECTIVIDAD MOLECULAR

El interés analitico que la quimioluminiscencia en fase liquida ha despertado
en las dos ultimas décadas y la falta de predicciones tedricas seguras sobre si un
sistema va 0 no a tener un comportamiento quimioluminiscente, hace necesario la
busqueda de nuevos métodos o estrategias que sean capaces de predecir esta

actividad.

En los sistemas especificos de quimioluminiscencia, la busqueda de analitos
que den lugar a reacciones quimioluminiscentes, lleva asociado unos procedimientos
de barrido sistematico ensayo-error entre el analito y un amplio intervalo de
oxidantes fuertes y a veces reductores en diferentes medios, que consumen mucho
tiempo y exigen disponer de un considerable nimero de sustancias a ensayar, con el
propodsito de incrementar la probabilidad de encontrar una reaccién positiva.
Ademas, de un gran desembolso econdmico en el caso de que se estudien sustancias

de elevado coste.

Aunque como se ha indicado anteriormente existen reglas empiricas que
intentan predecir este comportamiento, éstas presentan muchas excepciones y, muy a

menudo, las reacciones quimioluminiscentes no se pueden predecir.

Es posible aplicar métodos de prediccion tedricos o modelos matematicos,
para determinar la actividad de una sustancia. El postulado principal de cualquier
método de disefio molecular es que tanto la propiedad como la actividad dependen de
su estructura, lo que se conocen como métodos QSPR (Quantitative Structure-

Property Relationship) o QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship).

Los métodos convencionales de disefio molecular, emplean variables fisicas

(como energias, cargas, momentos, etc.) o geométricas como (las distancias métodos
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interatomicas, angulos de enlace, etc.) para describir la estructura de una molécula.

Sin embargo, la topologia molecular, calcula variables topologicas.

1.5.1. Conectividad Molecular

La topologia puede definirse como aquella parte del analisis matematico que
estudia las posiciones e interconexiones de los elementos dentro de un conjunto.
Aplicada a las moléculas, estudia las posiciones e interconexiones de los atomos
dentro de ellas, es lo que se conoce como “topologia molecular”. Desde este punto
de vista, la cuestion fundamental es qué dtomo esta ligado a cualquier otro y cual es
el camino para ir de un atomo a otro dentro de la molécula, sin necesidad de estudiar
aspectos como la estructura tridimensional del compuesto, tipos de enlace, angulos

entre ellos, etc.

El método topoldgico, emplea los llamados indices topologicos o descriptores
topologicos (TDs), para caracterizar estructuralmente a un compuesto, es decir,
aportan informacion sobre el nimero de atomos, los enlaces, las insaturaciones y el

ensamblaje topologico o la conectividad de la molécula.

Para definir dichos indices, el primer paso es representar a los 4&tomos por
puntos llamados vértices y a los enlaces por segmentos a los que se denomina ejes o
aristas, eliminandose los atomos de hidrogeno. De esta manera se obtiene el grafo de
la molécula. Dichos grafos fueron ya estudiados en 1871 por el ruso Flavitzky””' y en
1875 por el inglés Cayley””?, constituyendo hoy en dia la base de una disciplina

matematica llamada “teoria de grafos™".

Una vez dibujado el grafo, se numeran aleatoriamente los distintos vértices o
atomos del grafo y se construye la llamada matriz topolégica, cuyos elementos tj;

[13%5]

esté enlazado al

[13%5]
1

valen un namero entero o cero dependiendo de que el atomo

o no. Es importante destacar que la numeracion del grafo es totalmente aleatoria, por
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lo que los indices topoldgicos no dependeran del orden de numeracion, por esta

razon los matematicos los conocen como invariantes de grafo.

Tras una manipulacién adecuada de la matriz topoldgica y utilizando diversos
algoritmos, se obtiene un indice o un conjunto de ellos que caracterizan de manera
unica la estructura molecular. Si se establecen correlaciones entre ellos y diferentes
propiedades fisicas, quimicas o bioldgicas para grupos de compuestos mas o menos
homogéneos, se obtienen ecuaciones que relacionan tales propiedades o actividades
con la estructura molecular, caracterizada a través de sus indices. Estas ecuaciones se
conocen como “Funciones de predicciéon” también llamadas de conectividad. Por
otro lado, si las funciones estan destinadas a clasificar los compuestos en funcion de

su actividad se obtienen las “Funciones de discriminacion”.

Si se calculan entonces los valores de los indices de moléculas que no hayan
sido utilizadas en la obtencion de la funcion y se sustituyen en la ecuacion, se puede
predecir el valor de la propiedad o la actividad correlacionada para ese compuesto,
que puede incluso no tener ain una existencia fisica. Se trata por tanto, de usar las
caracteristicas topoldgicas de las moléculas conocidas para predecir las propiedades

o la actividad de moléculas desconocidas.

1.5.1.1. La matriz topolégica

El primer paso para aplicar el método de prediccion de quimioluminiscencia
directa por conectividad molecular, consiste en expresar de forma numérica las
estructuras moleculares mediante la matriz topoldgica. En 1874, el matematico
Sylvester””* demostré que una molécula podia ser representada por una matriz de dos

dimensiones a la que llamé Matriz Topoldgica de Adyacencia.

La obtencion de dicha matriz a partir de la estructura de la molécula a

estudiar comprende los siguientes pasos:
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+¢ Dibujar el grafo de la molécula suprimiendo los atomos de hidrégeno.

¢ Numerar los atomos (vértices) del grafo, sin importar el orden en que se
realice.

+¢ Construir la matriz topoldgica, de forma que cada término tij tendra el
valor 1, 2, 3, 0o 4 cuando haya uno, dos, tres o cuatro enlaces entre el
vértice “1” y el vértice “j” respectivamente, y tendra el valor 0 cuando no

haya enlace entre ellos.

La matriz topologica de adyacencia es cuadrada y esta formada por n filas y n
columnas, siendo n el niimero de dtomos o vértices del grafo. Ademas, es simétrica
respecto a su diagonal principal. El grado topologico o la valencia de cada vértice 81,
equivale a la suma de los valores que hay en la fila o en la columna, o lo que es lo

mismo el nimero de ejes que convergen a €l.

A continuacion en la Figura 1.22 se ilustra la construccion de la matriz
topologica para el isopentano y el ciclohexano, junto con los valores obtenidos para

las valencias de los diferentes 4tomos.

MOLECULA GRAFO MATRIZ TOPOLOGICA
3y
CH, 3 01000 1
I )\/5 0100 0 i
CH CHj 01000 1
H,c”™ ¢ 2 Y o100 1| 2
H2 000710 1
H2 2 61
c 010001
N 2
H,C CH, ! 3 101000]| 2
| | 010100]| 2
H2C ( _~CH2 6 4 001010] 2
ﬁ : 00010 1]| 2
2 100010]| 2

Figura 1.22: Transformacion de un grafo en una matriz de adyacencia.
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1.5.1.2. indices topologicos

Desde el momento que las estructuras quimicas quedan representadas a través
de matrices, se obtienen mediante una serie de alogaritmos adecuados los llamados

indices topologicos.

Estos indices topoldgicos, son por tanto, descriptores numéricos de la
estructura molecular y su principal ventaja es que permiten establecer correlaciones
entre ellos y algunas propiedades fisicas, quimicas o biologicas de las moléculas a

estudiar.

El primer indice topoldgico fue propuesto por Wiener”>*’® en 1947. Este
indice se basa en el concepto topoldgico de la distancia, entendida como el ntimero
de ejes entre dos vértices por el camino mas corto. El nimero de Wiener, que se
representa por W, se define como el nimero total de enlaces entre todos los pares de
atomos en el grafo. Para su célculo se construye la matriz de distancia D, cuyos
elementos 9 jj se definen como el niimero de enlaces por el camino mas corto desde

el vértice i al vértice j.

1 5i.=l(6+4+4+6)=10
247 )

1 3

Figura 1.23: Obtencion del nimero de Wiener para el butano.

Otros muchos indices se han definido desde finales de 1940, entre los que
destacan los de Gordon y Scantlebury’”’, Hosoya’”®, Balaban’”, Randic®”,
Bonchev?™, por citar algunos de los mas difundidos. Sin embargo de estudios
realizados por Amidon y Anik®™ y completados por Kier y Hall y col.?* se
desprende que los que han demostrado mayor eficacia en diferentes aplicaciones, han
sido los indices de conectividad molecular, introducidos por Kier y Hall*®®, como

., Lo . 279
generalizacion del indice de Randic™™.
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12
(8;.9;)

0.577
0.408

I.SJ
2 0.577 0.707

1 81 )
3
1 2

=2 (51_5]_ J'" = 2.269
i

Figura 1.24: Calculo del indice de Randic para el metilbutano. Una vez obtenido el

grafo, se situan en sus vértices sus valencias topoldgicas y se multiplican las dos que
limitan cada eje del grafo. El indice es la suma de las inversas de las raices cuadradas

de esos productos.

Para el estudio de la prediccion de quimioluminiscencia directa por
conectividad molecular, se han utilizado indices de conectividad molecular de Kier y
Hall de orden 10 ™y, , indices electrotopolégicos S; e indices de carga J; , cuyo

tratamiento matematico excede al contenido de la presente memoria.

1.5.2. Tratamiento informatico

La utilizacion de métodos informaticos es imprescindible para desarrollar las
diferentes etapas del estudio de la prediccion de quimioluminiscencia directa por

conectividad molecular.

1. Calculo de los indices topologicos.

2. Obtencion de las funciones discriminantes, mediante el analisis lineal
discriminante (ALD).

3. Representacion de los correspondientes diagramas de distribucion de las

funciones discriminantes.
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1.5.2.1. Obtencion de los indices topologicos

El céalculo de los indices se realiza utilizando el programa Desmol 11,
desarrollado por R. Garcia-Domenech®™* y el programa Molconn®, realizado por el

equipo del Profesor. Hall (Eastern Nazarene College Quincy, Massachusetts).

La obtencion de estos indices se lleva a cabo introduciendo en el programa el
grafo completo de cada molécula a estudiar, incluyendo los heteroatomos y a partir
de ¢l, se obtienen los descriptores topologicos, utilizados en el estudio de la
prediccion de quimioluminiscencia directa que fueron los siguientes: indices de
conectividad de Kier y Hall hasta orden 10 (incluyendo descriptores tipo path,
cluster, path-cluster y cahin), indices topologicos de carga hasta orden 5 e indices

electrotopologicos atomicos.

1.5.2.2. Obtencion de las funciones discriminantes

Las funciones discriminantes se obtienen empleando un programa del paquete
estadistico denominado BMDP (Biomedicine Department Program), creado bajo la
direccion de W. J. Dixon™ en la Universidad de California, con el propdsito de
realizar un andlisis de los datos, tanto para una simple descripcion de los mismos

como para describir técnicas estadisticas complejas y sofisticadas.
Concretamente en los estudios de prediccion de quimioluminiscencia directa

se utiliza el programa BMDP 7M, para la obtencion de las funciones de clasificacion

o discriminacion.
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1.5.2.2.1. Analisis lineal discriminante

Existen propiedades que no estan cuantificadas numéricamente, es decir que
presentan valores discretos (activo, no activo; alto, medio, bajo etc.) de un parametro
determinado, como puede ser la actividad farmacologica o quimioluminiscente para
cada uno de los compuestos de un grupo de estudio. En estos casos se utiliza el

andlisis lineal discriminante (ALD).

Este método clasifica un conjunto de objetos numéricamente descriptibles
mediante una combinacion lineal de variables. Dicha ecuacion es capaz de predecir

la categoria a la cual pertenece cada objeto.

Entre las operaciones estadisticas realizadas se incluyen:

s»La lambda de Wilks o U estadistica (Wilk’ A), que corresponde a un
analisis multivariante de la varianza estadistica, para comprobar la igualdad de las
medias de grupo para la variable o variables de la funcioén discriminante.

*sLa F (Snedecor) estadistica, que es una transformacion de la Lambda de
Wilks. La seleccion de variables se realiza por etapas; en la primera, se calculan los
parametros estadisticos F de cada variable y se selecciona aquella que proporciona
un valor mas alto de F y fuera del intervalo prefijado para su exclusion. El proceso se
repite adicionando otras variables a la ecuacion de manera que ninguna de las

restantes supere la barrera estadistica impuesta.

El resultado final en cada caso incluye parametros tales como la F estadistica
para las variables elegidas, la lambda de Wilks, D* de Mahalanobis para las media de
los grupos, las funciones de clasificacion, la matriz de clasificacion, la clasificacion

de Jacknife, porcentajes de clasificacion correctos y probabilidades posteriores.

En el analisis lineal discriminante se debe de realizar una validacion de la

funcion discriminante, para evaluar la bondad y la calidad del ajuste, aplicandola a
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un grupo de moléculas no utilizadas previamente. En nuestro caso, utilizamos dos
categorias de compuestos: activos e inactivos. Cada categoria se divide
aleatoriamente en un grupo de trabajo o de entrenamiento, con el que se obtendra la
funcioén discriminante y otro test o validacion cuyos porcentajes de clasificacion

correcta nos dard una estimacion empirica de la bondad del analisis lineal

discriminante.
ANALISIS LINEAL DISCRIMINANTE (ALD)
Activos
Inactivos
Grupo Test Grupo de entrenamiento
Activos Activos
Inactivos Inactivos

l DF \ l BMDFP 7MW
Validacion DF Funcion Discriminante

I
DF =A,+ X A7,
1=11

Figura 1.25: Estrategia del analisis lineal discriminante.

1.5.2.3. Diagramas de distribucion

Los diagramas de distribucion desarrollados en la unidad de investigacion de
Conectividad Molecular y Disefio de Farmacos de la Facultad de Farmacia de la
Universitat de Valencia®’ son representaciones en forma de histograma que aportan
informacion sobre la eficacia de la funcidon discriminante y permiten evaluar la
expectativa o la probabilidad de actividad para un compuesto en un intervalo de la
funcion discriminante. Estos diagramas de actividad han sido ttiles para revelar la
actividad farmacologica en diversos farmacos como broncodilatadores,

antimicrobianos y antimalaricos.
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Dado un intervalo arbitrario de la funcidon discriminante podemos definir en ¢l

la expectativa o la probabilidad de actividad quimioluminiscente como:

a
E, =—
1+1
Donde “a” es el cociente resultante de dividir el nimero de compuestos activos en
dicho intervalo por el nimero total de compuestos activos, mientras que i es el
cociente entre el nimero de compuestos inactivos en el intervalo estudiado y el

nimero total de compuestos inactivos.

Andlogamente se puede definir la expectativa de inactividad
quimioluminiscente para un determinado intervalo de la funcién discriminante como:
i
E =—
a+l1
Dado que se trabaja con un grupo de entrenamiento y otro de test o
validacion, se puede definir de idéntica manera la expectativa de actividad e

inactividad para el grupo test, Ei, y Eii respectivamente.

Los diagramas de distribucion son diagramas de distribucion de frecuencias
de una variable dependiente, en cuya ordenada se representa la expectativa de una

actividad para cada intervalo de la funcion discriminante.

La principal ventaja de éstos diagramas es que permiten determinar
visualmente aquellos intervalos de la funcion donde la probabilidad de encontrar
nuevos compuestos activos sea maxima frente a la posibilidad de dar un falso

positivo. En la Figura 1.26 se refleja un diagrama de distribucion tipo.
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016

0,14

- Inactivos
|:| Activos

0,12
010
E 008
0,06
0,04

002

000 |

Figura 1.26: Diagrama de distribucion “tipo”.
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Objetivos y plan de trabajo

2.1. OBJETIVOS

Las experiencias presentadas en esta memoria responden a los siguientes

objetivos fundamentales:

- La aplicacion de métodos de conectividad molecular para predecir el
comportamiento quimioluminiscente de fenoles y polifenoles cuando reaccionan con

oxidantes comunes en fase liquida.

- El empleo de reactores en fase solida sin reaccion quimica, para
preconcentrar el analito y separar o eliminar interferentes de la muestra, con el

proposito de incrementar la sensibilidad y selectividad del método analitico.

- Desarrollo de nuevos sistemas quimioluminiscentes por oxidacion directa
del analito empleando la metodologia de analisis por inyeccion en flujo (F.ILA.) y la

mas reciente modalidad, como es el andlisis en flujo por multiconmutacion.

- La implementacion de nuevas estrategias de analisis en flujo por
multiconmutacion mediante valvulas solenoide de tres puertos, que permiten el
disefio de sistemas en flujo activos, disminuir el consumo de muestra y reactivos,
sustituir los “volimenes” de insercion por “tiempos de inserciéon”, y un mejor control
de la dispersion de la muestra y de los reactivos, lo cual favorece el desarrollo de
modalidades de gradiente de dificil ejecucion en la metodologia F.I.A.,
incrementando enormemente las posibilidades analiticas del andlisis en flujo,

estimulado por el F.I.LA. en los ultimos afios.
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- La aplicacion analitica de los métodos desarrollados a la determinacion del
analito en formulaciones farmacéuticas, asi como en muestras de interés
medioambiental como el agua, ya que las disposiciones legales en cuanto a la calidad

de los productos farmacéuticos y de las aguas son cada vez mas estrictas.

- Se pretende llevar a cabo los objetivos anteriores empleando técnicas de
deteccion robustas, facilmente disponibles y muy asequibles para cualquier
laboratorio de analisis, como la espectrofotometria de absorcion UV-visible y la

quimioluminiscencia.

2.2. PLAN DE TRABAJO

Los métodos analiticos presentados en esta memoria se basan en el estudio
previo de prediccion de la quimioluminiscencia directa de fenoles y polifenoles por
conectividad molecular y la posterior realizacion de un “barrido experimental” con
oxidantes fuertes inorganicos en un montaje en flujo continuo, para estudiar la
posibilidad de obtener una sefal quimioluminiscente a partir del producto de una

reaccion de oxidaccion.
Tras una etapa de revision bibliografica se escogieron de entre todos los

compuestos ensayados, el fenol, el dcido tanico y la hidroquinona con el propdsito de

desarrollar nuevos sistemas por quimioluminiscencia directa para su determinacion.

2.2.1. Determinacion de fenol en aguas con preconcentracion por

quimioluminiscencia directa

En este trabajo en primer lugar se llevo a cabo una busqueda bibliografica

sobre los distintos métodos analiticos descritos para la determinacion de fenol en
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aguas. Atendiendo a criterios de simplicidad, robustez, selectividad y sensibilidad, se
selecciono con el objeto de proponer un nuevo sistema de andlisis por inyeccion en
flujo para la determinacion de fenol en aguas por quimioluminiscencia directa, un
método espectrofotométrico’® basado en la preconcentracion-separacion con un
reactor en fase solida acoplado en linea a un sistema F.ILA., donde la
preconcentracion tenia lugar en una columna rellena de resina polimérica no polar
tipo Amberlite XAD-4, que presentaba un buen comportamiento en cuanto a
selectividad (Unicamente se retenia el fenol a un cierto pH) y sensibilidad

(preconcentraba el analito).

A partir de este trabajo, se desarrolld un nuevo sistema de andlisis por
inyeccion en flujo para la determinacion de fenol por quimioluminiscencia directa,
donde se acoplaba en linea este reactor en fase solida, con el objeto de separar y

preconcentrar el analito.

La estrategia seguida para el desarrollo del nuevo método analitico se dividio

en cuatro etapas distintas:

1“Estudio de la preconcentracién-separacion con deteccion por absorcion
en el ultravioleta-visible. En este apartado se optimizaron mediante el método
univariante variables propias de la etapa de preconcentracidon-separaciéon, como
longitud, diametro interno y naturaleza del reactor, caudal del eluyente, tiempo de

preconcentracion, de acondicionamiento del reactor, de elucion etc.

2“Desarrollo y estudio de la reaccion quimioluminiscente. Se llevaron a
cabo un serie de ensayos en un sistema en flujo continuo dirigidos a la obtencion de
informacion cualitativa y semicuantitativa sobre la reaccion quimioluminiscente.

Posteriormente se adecuaron las variables establecidas a un sistema F.I.A.
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3%“Estudio conjunto de la preconcentracion-separacion con deteccion
quimioluminiscente. En esta etapa se realizaron una serie de experiencias para
acoplar la etapa de preconcentracion-separacion, al montaje F.I.A. establecido para la
determinacion de fenol por quimioluminiscencia directa. Finalmente se
reoptimizaron mediante el método univariante las variables quimicas y algunas

variables F.I.A. que se consideraron necesarias.

4“ Aplicaciones Analiticas. En este apartado se determinaron, en primer
lugar, las caracteristicas analiticas del método como son el intervalo de linealidad, el

limite de deteccion, la frecuencia de insercion, la repetitividad y la reproducibilidad.

Seguidamente, se realizd0 un estudio de la influencia de los posibles
interferentes, lo cual permitid conocer la tolerancia del método frente a compuestos
comunmente presentes en las muestras de estudio y por ultimo, se procedio a la

determinacion del analito en las muestras reales.

2.2.2. Determinacion de acido tanico e hidroquinona por quimioluminiscencia

directa

La estrategia general seguida en estos dos trabajos se traduce en las siguientes

etapas:

1 “Ensayos previos. Consistio en la realizacion de experiencias encaminadas

a la obtencion de informacidén cualitativa y semicuantitativa sobre el sistema

quimioluminiscente empleado.
Todos los ensayados de esta etapa se realizaron en un sistema en flujo

continuo (Figura 2.1), midiendo a tiempo fijo, dado que la intensidad de senal

quimioluminiscente depende del tiempo transcurrido desde el inicio de la reaccion.
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Figura 2.1: Montaje en flujo continuo para los ensayos previos.

1: Disolucién acuosa de analito (blanco, agua desionizada); 2 y 3: Disolucion para
ajustar el medio de reaccion; 4: Oxidante; P: Bomba peristaltica; C: Celda de flujo;
D: Detector (PMT: Tubo fotomultiplicador);W: Desecho; R: Recoleccion,

tratamiento y presentacion de datos.

En esta etapa se seleccion6 el sistema oxidante y se estudio la influencia de
variables tales como concentracion del oxidante, medio de reaccion, y la

temperatura.

2“Estudios y optimizacion en un sistema de andlisis en flujo (F.IA. y

multiconmutacion)

Para la determinacion del dacido tanico, se estableci6 un montaje F.I.A. lo més
parecido al sistema en flujo continuo, se adecuaron las variables quimicas a este
nuevo sistema de analisis y se procedio a la optimizacion de las variables propias del

sistema F.I.A. mediante el método multivariante Simplex Modificado.
A continuacion, se estudié y optimiz6é la influencia de variables como

presencia y concentracion de sensibilizadores, tensoactivos y la temperatura,

optimizandose mediante una secuencia de optimizaciones consecutivas atendiendo a

- 109 -



Capitulo segundo

criterios de sensibilidad, reproducibilidad y velocidad de inserciéon. Una vez
establecido el montaje F.ILA. definitivo, se procedid a la reoptimizacion de las

variables quimicas mediante el método univariante.

En el caso de la hidroquinona, en primer lugar se adecuaron las variables
quimicas establecidas en los ensayos previos a un sistema en flujo por
multiconmutacion. A continuacion se estudiaron posibles montajes y para cada uno
de ellos se optimizaron las variables propias de la multicommutacion, mediante el
método multivariante Simplex Modificado. Finalmente se selecciond el montaje

optimo atendiendo a criterios de sensibilidad y reproducibilidad.

Una vez seleccionado el montaje, se estudiaron la influencia de variables
como la temperatura, velocidad de flujo, presencia y concentracion de
sensibilizadores y tensoactivos, optimizandose mediante el método univariante. Por
ultimo, se reoptimizaron todas las variables experimentales mediante el método
multivariante Simplex Modificado, siendo necesario la reoptimizacién de algunas

variables por el método univariante.

3% Aplicaciones analiticas. Esta etapa es totalmente analoga a la descrita en
el apartado 2.2.1 para la determinacién del fenol, inicamente se incluy¢ el estudio de
la robustez quimica, con el fin de comprobar que la utilizacion de reactivos
procedentes de distintas casas comerciales no afectan a la emision

quimioluminiscente.
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Material y Métodos

3.1. MATERIALES

3.1.1. Instrumentacion analitica

El instrumental analitico empleado en las distintas etapas del trabajo

experimental fue el que se describe a continuacion:

Espectrofotometro de fila de diodos modelo 8452 A; Hewlett Packard,
para el estudio de la etapa de preconcentracién-separacion del fenol, el
control de la estabilidad de las disoluciones de analito y otros ensayos
espectrofotométricos. Celda de cuarzo con 1 cm de camino optico.

Luminémetro de fabricacion propia para el estudio de Ia
quimioluminiscencia directa de fenoles y polifenoles y para la
determinacion de fenol, acido tanico e hidroquinona. El lumindmetro esté
constituido por una caja absolutamente hermética a la luz en cuyo interior
se mezclan las disoluciones de reactivos mediante una confluencia en
forma de T, adecuada para conectar tornillos F.I.A. y de volumen muerto
minimo. El producto de reaccion quimioluminiscente alcanza
inmediatamente una celda de flujo de fabricacion artesanal, que consiste
en un tubo de cuarzo de 1.0 mm de diametro interno, arrollado en forma
de espiral plana sin dejar huecos entre las espiras, que presenta un
diametro total de 3 cm. La espiral plana se dispone entre la ventana de un
tubo fotomultiplicador situado a 2 mm de distancia y un espejo perforado,
para lograr una mayor intensidad de luz. En la determinacion de fenol, se
emple6 un tubo fotomultiplicador EMI-Torn (modelo 9902, de Electron
Tubes Limited) que se alimentaba con una fuente de alto voltaje
programable (PHV-40 de Acton Research Corporation) a -1273V. La

sefal resultante podia leerse mediante un voltimetro, un registrador o un
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convertidor analdgico digital de (KPS Measurement System) conectado a
un equipo de “software” adecuado. En este sistema se empled un
“software” (KPS Measurement System), en el que las sefiales analiticas
se obtuvieron en pA. Para el estudio de la quimioluminiscencia directa de
fenoles y polifenoles y en las determinaciones de acido tanico e
hidroquinona se utiliz6é un tubo fotomultiplicador de Electron Tubes (tipo
9125B16) que incluia un paquete fotodetector P30CWADSF-29 y un
sistema de adquisicion de datos basado en un tarjeta CT1, de Electron
Tubes Limited (Middlesex, U.K.). En este caso se empledé un nuevo “
software” (KPS Measurement System), en el que las sefales analiticas se
obtuvieron en kHz.
= Balanza analitica modelo BP110S, de Sartorius.

= pH-metro con electrodo de vidrio Ag/AgCl modelo 2002, Crison.

= Centrifuga, Selecta.

3.1.2. Material para los montajes en flujo

En los montajes en flujo realizados durante el desarrollo del trabajo

experimental, se empled el siguiente material:

= Bomba peristaltica modelos Miniplus 2 y 3, de Gilson.

= Valvula de inyeccion modelo 5020 de volumen variable, de Rheodyne.

= Vilvula solenoide de tres puertos modelo HP161T031, de Neptune
Research.

= Conectores artesanales en forma de punta de flecha de metacrilato.

= Tuercas, conexiones y roscas de PTFE, de Omnifit.

= Tubos de PTFE, de Omnifit.

= Tubo de Tygon® para bomba peristaltica, de Omnifit.

= Columnas cromatograficas, de Omnifit.

= (elda de flujo Hellma de 1 cm de camino Optico, para la absorcion.
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= C(Celda de flujo artesanal de cuarzo, en espiral plana, para la

quimioluminiscencia.

3.1.3. Reactivos

El agua empleada en la preparacion de las disoluciones acuosas fue purificada
por 6smosis inversa y posteriormente desionizada con un sistema de cartuchos de
intercambio i6nico, modelo Nanopure II, de Barnstead. Los reactivos utilizados en el
desarrollo experimental, todos ellos de calidad analitica, fueron los que se detallan a

continuacion:

+ Estudio de la quimioluminiscencia directa de fenoles y polifenoles

Las disoluciones de fenoles y polifenoles se prepararon en medio acuoso. Las
sustancias ensayadas fueron: acido f-resorciclico y vanillina (Acros); acido gélico y
resorcinol (U.C.B.); &4cido tdnico, rutina y eugenol (Guinama); fenol (Probus);
hidroquinona (Panreac); &cido protocatechuico, 2,5-dihidroxibenzaldehido, 3-
hidroxibenzaldehido, 4-hidroxibenzaldehido, acido 4-hidroxibenzoico, acido j-
resorciclico, acido cafeico, acido clorogénico, acido ellagico, acido ferrtlico, acido
gentisico, acido o-coumadrico, acido p-coumadrico, acido sinapico, acido siringico,
acido wvanillico, aloina, catecol, floroglucinol, isovanillina, narangin, o-vanillina,

pirogalol, protocatechualdehido, quercetina y salicilaldehido (Aldrich).
Como oxidantes se emplearon KMnO,4, Ki;Fe(CN)g, N-Bromosuccinimida,

H,0, 33 % (Panreac); Ce(NH4)2(NOs)e (Probus) y como medio de reaccion H,SO4
96 % y NaOH (Panreac).
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+ Determinacion de fenol

Para la preparacion del reactor en fase solida, se inmovilizé de forma natural
una resina polimérica no polar tipo Amberlite XAD-4 (Fluka), de un tamafio de
malla 20-50, con una superficie especifica de 750 m*g"'y un didmetro de poro de

100 (A).

Las disoluciones de fenol (Probus) se prepararon en medio acuoso. Como
oxidante se emple6 KMnO, (Panreac) y como medio de reaccion H,SO4 96 %
(Panreac). El sensibilizador utilizado fue HCOOH 85 % (Panreac). Para la etapa de
acondicionamiento y lavado del reactor se emple6 HCl (Merck 37 %) y como

eluyente NaOH (Panreac).

En el estudio de interferentes se ensayaron: cisteina (Fluka); leucina, tirosina,
I-naftol, resorcinol, Cd(NOs3),, Cu(NOs), y Hg(NO3), (U.C.B.); fenilalanina, lisina y
Zn(NOs), (Merck); serina, asparagina, histidina, &acido aspartico y Na;SOg4
(Guinama); 4-cloro-2-nitrofenol, 4-cloro-3-metilfenol y pentaclorofenol (Aldrich);
m-cresol, p-clorofenol y KNOs, (Scharlau); Cr(NOs);, Co(NOs),, Pb(NOs),,
Mg(NOs),, NaNO; y NaSOs, (Probus); Na,COs, NH4NOs, Fe(NOs);, Ni(NOs),,
Mn(NO3),, Ca(NOs),, NaH,PO4 y NaNO, (Panreac).

Otros reactivos utilizados en el desarrollo del trabajo experimental fueron:
H3;PO4 85-88 %, dodecilsulfato sodico (SDS), KszFe(CN)s, Ca(NO3),, Fe(NOs)s,
Mn(NOs),, Ni(NOs3),, K;HPOs y KH,PO4 (Panreac); cloruro de hexadecilpiridinio,
f-ciclodextrina y Na,SOs (Fluka); NalO4, naranja de acridina, 8-hidroxiquinoleina
(oxina), Cd(NO3), y Cu(NOs), (U.C.B.); K,S,0s, (Merck); Rodamina B (Sigma);
NaClO, H,0, 33 %, HNO3 60 % y CHCI; (Scharlau); metanol, Co(NO3),, Cr(NO3)s,
Pb(NOs), y NHs 25% (Probus); HCIO4 70 % (Mallinckrodt); sulfato de quinina
(Guinama); 4-amionoantipirina (Riedel-deHaen); NH4Cl y Zn (NO3), (Merck).
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+ Determinacion de acido tanico

Reactivos

Las disoluciones de acido tanico (Guinama) se prepararon en medio acido
HCIO4 60 % (Panreac) junto con el sensibilizador sulfato de quinina (Guinama).
Como oxidante se empled el KMnO, (Panreac) y como medio de reaccion HCIO4 60

% (Panreac).

Los reactivos empleados para el estudio de la robustez quimica del sistema
quimioluminiscente, fueron: HCIO4 (U.C.B.), sulfato de quinina (Scharlau) y

KMnOyj (Probus).

En el estudio de interferentes se ensayaron: acido galico y Cd(NOs),
(U.C.B.); Ca(NO3)2, KH,PO4, Mg(NOs3),, NaNOs, Ni(NO3),, Na,SO3, MgCly y sal de
aluminio-potasio-fosfato (Probus); KCIl, KNO;, Na;SO4, AI(NOj3);, Co(NOs3),,
Cu(NOs),, Fe(NOs3)s;, Hg(NOs),, acido borico, acido picrico, etanol, neomicina
sulfato y novocaina (Panreac); glucosa, KI, acido citrico, acido salicilico, citrato
sodico, cloruro de benzalconio, dexametazona, difenhidramina, hidrocortisona,
metilparaben, nicotinamida, MgQO, sacarosa, MgBr, y mentol (Guinama); alcohol de
romero y glicerina (Duc Quimica); benzocaina y calamina (Acofarma); ZnCl,
(Scharlau); fenol (Doesder); ZnO, ZnSO, y sulfatiazol (Aldrich); sulfanilamida
(Fluka).

Otros reactivos utilizados durante el trabajo del laboratorio fueron:
K3Fe(CN)g, H,SO4 96 %, HNO; 60 %, H3PO4 85 %, HCl 37 %, dodecilsulfato
sodico (SDS), 8-hidroxiquinoleina (oxina), dioxano 20 %, etanol, HCOOH 85 %,
Triton X-100 y dimetilformamida (Panreac); f-ciclodextrina (Fluka); acetona (Duc
Quimica); acetonitrilo (Certified); naranja de acridina y &cido fosfomolibdico
(U.C.B.); Na,SOs; (Probus); Na,COs ( Prolabo); Na,WO, (Scharlau); rodamina 6G y
rodamina B (Sigma); cloruro de hexadecilpiridinio (HDPC).
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Formulaciones farmacéuticas

e Antihemorroidal Cinfa (Pomada, Via tdpica rectal)
Laboratorios Cinfa, S.A.
Huarte. Pamplona

e Depurativo de Richelet (Suspension oral)
Vitafarma

Hernani. Guiptzcoa

Muestras galénicas

e Solucidn de acido tanico

¢ Determinacion de hidroquinona

Reactivos

Las disoluciones de hidroquinona (Panreac) se prepararon en medio acido
H,S04 96 % (Panreac) junto con el sensibilizador sulfato de quinina (Guinama) y el
tensoactivo cloruro de benzalconio (Guinama). Como oxidante se empled el KMnO4

(Panreac) y como medio de reaccion H,SO4 96 % (Panreac).

Los reactivos que se utilizaron en el ensayo de la robustez quimica fueron
H,SO4 (Merck), KMnO4 (Probus), sulfato de quinina (Fluka), KMnO, (Probus) y
hidroquinona (Merck).

En el estudio de las interferencia quimicas se ensayaron: acetona (Scharlau);
[-ciclodextrina (Fluka); acido ascorbico (Vitamina C) y dacido citrico (Panreac);
acido glicolico (Acofarma); acido retinoico (vitamina A), aloe vera, glicerina, lauril
sulfato sddico, metilparaben, propilenglicol, sulisobenzona y trietanolamina 99 %

(Guinama); Na,EDTA, NH3 25 %, Na,SO;, KBr, acetato sodico, KH,PO4, NaNO,,
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Na;S0O4, NaySO3, Ca(NO3),, Mg(NO3)2, Mn(NO3),, Ni(NOs), y Zn(NO3), (Probus);
etanol (Merck); metabisulfito sédico, NaCl, acido borico, NaOH, metol, tetraborato
sodico, NaNO;, AI(NO;3);, NH4Cl, Co(NO3);, Cu(NOj3),, Cr(NOs);, Fe(NOs3)s,
Hg(NOs),, Pb(NO;), y KNO;s (Panreac); Urea, Na,CO; y AgNO; (Prolabo);
Ba(NOs),y Cd(NOs), (U.C.B).

Otros reactivos empleados a lo largo del trabajo fueron: HNO3 60 %, H3PO4
85 %, HCIO4 60 %, HCl 37 %, Triton X-100, dioxano 20 %, HCOOH 85 %, 8-
hidroxiquinoleina (oxina) y dimetilformamida (Panreac); Tween 80, cloruro de
benzalconio 50 % (BAC), etanol y eugenol (Guinama); dodecilsulfato sddico (SDS),
cloruro de hexadecilpiridinio y f-ciclodextrina (Fluka); naranja de acridina y
resorcinol (U.C.B.); rodamina 6G y rodamina B (Sigma); acetona (Scharlau);
acetonitrilo (Certified); CTAB (cetil trimetilamoniobromuro) (Merck); Na;SOs y
metanol (Probus); floroglucinol, catecol, acido 4-hidroxibenzoico y quercetina

(Aldrich).

Formulaciones farmacéuticas

e Nadona 2% (Crema)
Laboratorios Medea, S.A.
Sant Joan Despi. Barcelona
e LicoStrata (Gel)
Cantabria, S.A.

Santander
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3.2. METODOS

3.2.1. Proceso de optimizacion

En todos los trabajos se utiliza una secuencia de optimizaciones consecutivas

en las que se combina el método univariante con el método Simplex Modificado.

Cada trabajo experimental se inicia con la optimizacion de las variables
fisico-quimicas del sistema mediante el método univariante. Con la informacion
obtenida se emplea el método Simplex Modificado; el cual se aplica mas de una vez,
ajustando los limites del siguiente simplex en funcion de los resultados anteriores. A
continuacion, se preseleccionan varios vértices atendiendo a criterios de sensibilidad,
reproducibilidad y velocidad de insercion; de entre ellos se elige aquel que
proporciona un mejor compromiso entre dichos pardmetros. Finalmente se
reoptimizan los parametros quimicos u otras variables que influyan en el sistema,
mediante el método univariante o con el método multivariante Simplex Modificado,

como en el caso de la determinacion de hidroquinona.

Meétodo Simplex Modificado

Si bien su origen estd en el método “Simplex secuencial” introducido por
288 . . . . . . . .
Spendley™, ha sufrido varias modificaciones con el tiempo, siendo las introducidas

por Nedler y Mead™ las que mayor aceptacion han tenido.

Desde el punto de visita matematico™”” el método simplex es un algoritmo
para la resolucion del problema de optimizacion sin restricciones de R (ntimeros
reales), y pertenece a los denominados métodos secuenciales de busqueda directa,
basados en el examen secuencial de las soluciones ensayadas y no en la utilizacion

de derivadas de la funcion objeto.
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Aunque la mayoria de los métodos de optimizacion de busqueda directa no
poseen demostraciones de convergencia, estd generalmente probado en la practica
que raramente fallan en el célculo del Optimo, resultando muy eficientes
particularmente en aquellos casos en que la funcidon objeto estd sujeta a errores

aleatorios, condicion que se da en la mayoria de los casos en Quimica Analitica.

El objeto del método simplex secuencial es forzar una figura geométrica,
“simplex” regular en el método de Spendley, con un numero de vértices igual al de
las n variables mas una (n+1), que corresponderia a un tridngulo equilatero en un
espacio en dos dimensiones n=2, un tetraedro para n=3 y asi sucesivamente, a
moverse a la region donde la respuesta sea Optima. Para conseguirlo deben de

cumplirse las siguientes reglas:

1. Se realiza un movimiento después de cada observacion.

2. El nuevo simplex resulta de descartar el vértice que da peor valor de la
funcién que se va a optimizar y reemplazarlo por su imagen especular a
través de la hipercara definida por los restantes vértices.

3. Si la respuesta en el punto reflejado es la peor del nuevo simplex, en vez
de aplicar la segunda regla debe descartarse el vértice que da el segundo
peor valor y continuar.

4. Debe reobservarse la respuesta de cualquier punto que haya sido retenido
(n+1) simplex.

5. Si el vértice cae fuera de los limites establecidos para las variables
independientes , se le asigna el peor valor de respuesta, para que un nuevo
movimiento devuelva el simplex a la zona de valores aceptables para las

variables consideradas.
La modificacion propuesta por Nedler y Mead consiste en permitir al simplex

ademas de la reflexion, la dilatacion hacia la region que le es favorable o la

contraccion en la que le es desfavorable. Este método, conocido como “Simplex
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modificado” (MSM), es mas eficiente y se ha propuesto para trabajar con un numero

de variables que no exceda de 5 6 6.

La eleccion del simplex inicial, tanto en lo que se refiere a su posicion , como
a su tamafio, debe de ser la adecuada. Yabro y Deming®' recomiendan comenzar con
un simplex de tamafio grande, ya que de este modo puede explotarse una zona
extensa. Estos autores proponen comenzar con un simplex equilatero, de lado “S” y
con un vértice situado en el origen de coordenadas de un espacio de n dimensiones,

siendo ny S el tamafio del lado.

La principal ventaja de su utilizacion frente al método clasico univariante es
la posibilidad de observar al mismo tiempo el efecto de todas las variables y sus

posibles interacciones.

Si las coordenadas que proporciona el simplex fueran de un maximo local, es
necesario asegurarse de que, dicho maximo, es el absoluto mediante un segundo
rastreo a partir de simplex iniciales diferentes, o bien tomando estos de forma que
abarquen la mayor superficie posible de trabajo. En cualquier caso, dentro del campo
de la Quimica Analitica, no existe un solo conjunto de valores para los pardmetros
experimentales en que se obtenga un valor maximo de la funcion. En estas
circunstancias, se escogen aquellos valores que experimental y analiticamente
convengan mads, siendo ademas interesante complementar con estudios previos y/o

posteriores, el proceso de optimizacion.
Posteriormente, se han publicado otros trabajos referentes a la optimizacion

automatizada de métodos de anélisis por inyeccion en flujo (F.I.A.), presentados por

: 292 - e . 4
Betteritge y col.”, de los cuales se ha publicado una revision recientemente .
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Procedimiento

El simplex inicial se obtuvo segin el método de Yabro y Deming con un
tamafio inicial uno. El primer vértice se situd en el origen de coordenadas. La region

de variables se normaliz6 segiin la modificacion propuesta por Morgan y Deming?””.

El método operativo consistio en introducir los datos iniciales en el programa
MSM: tamafio de simplex, nimero de variables e intervalo aceptado de las mismas.
Este proporcionaba los valores a ensayar experimentalmente y solicitaba el resultado
obtenido para la funcion en esas condiciones. Este valor se tom6 como la media de
diversos picos menos la altura media de los picos de “blanco”, en caso de que fuera
necesario. Con la altura media corregida se alimentaba el programa MSM, el cual
volvia a proponer un nuevo conjunto de valores a ensayar. El proceso continuaba
hasta que las alturas eran considerables y similares en experiencias distintas, y el
programa iba centrandose en una determinada zona. Ademas, durante todo el estudio

se mantuvieron constantes las variables quimicas optimizadas anteriormente.

3.2.2. Preparacion y activacion del reactor en fase solida

La preparacion del reactor a incorporar en el sistema de analisis por inyeccion
en flujo, se obtiene inmovilizando de forma natural una resina polimerica no polar
tipo Amberlite XAD-4 en una columna cromatografica de vidrio, de 10 cm de

longitud y 2.8 mm de diametro interno.

Para ello, las particulas de resinas se sumergen en una suspension acida (HCl
0.01 M) durante 2 6 3 horas para que se hinchen y alcancen su superficie médxima. A
continuacion, se procede al relleno del reactor mediante la aspiracion de la resina en
la suspension acida con ayuda de una trompa de vacio, agitando el reactor tras cada
adicion de reactivo para asegurar un buen empaquetamiento y una distribucion

uniforme de las particulas, asi como la ausencia de burbujas de aire en su interior.
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Para la activacion del reactor se hacen fluir a su través a un caudal de 3
ml'min”' diferentes disoluciones: metanol, agua, HC1 0.01 M, agua, NaOH 0.01 M y

agua, durante 5 minutos cada una y sin alterar el orden.

3.2.3. Preparacion de muestras reales

Aunque posteriormente se expondra en cada parte experimental la
preparacion de las muestras reales correspondientes, a continuacion se describe, de
forma general, el tratamiento previo a que se sometieron las distintas muestras
analizadas como preparaciones farmacéuticas, orina, reveladores fotograficos y

aguas tanto residuales como superficiales.

- Enel caso de la suspension oral, se transfirié una alicuota de la disolucion
comercial y se realizaron las diluciones necesarias.

- Parala crema y el gel se peso en un vaso de precipitados una porcioén de
muestra y se efectu6 una extraccion sélido-liquido con 35 ml de agua durante 2
horas, para finalmente pipetear del sobrenadante una alicuota y transferirla a un
matraz aforado y llevarla a volumen.

- La pomada se pes6 en un vaso de precipitados y se realizd una extraccion
solido—liquido a 60°C con 35 ml agua con agitacion simultanea durante 30 minutos.
A continuacion, la disolucion resultante se centrifugd y del sobrenadante se tom¢ el
volumen de muestra necesario para obtener la concentracion deseada.

- Las preparaciones galénicas se elaboraron de forma adecuada®, y por ser
soluciones bastante viscosas, se pes6 una cierta cantidad de las mismas y se llevaron
a cabo las correspondientes diluciones.

- La muestra de orina se filtr6 con una placa del nimero 4, se afadié una
cantidad de analito y se llevd a volumen con la orina filtrada. A partir de esta
disolucion se hizo la dilucién oportuna para obtener una concentracion dentro del

intervalo de linealidad del método propuesto.
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- Las muestras de agua se filtraron con una placa de namero 4,
posteriormente se adicion6 una cantidad de analito o una alicuota de una disolucién
concentrada del mismo y se llevaron a volumen con la muestra filtrada. Para
posteriormente realizar las diluciones oportunas con el propodsito de obtener una
concentracion final dentro del intervalo de aplicabilidad del método. Hay que
destacar que para el andlisis del agua de manantial no fue necesario filtrarla, ya que
no presentaba materia en suspension.

- Elrevelador fotografico se preparé en el laboratorio segun la composicion

descrita®”

, y al tratarse de una disolucion acuosa requirid de una serie de diluciones
hasta obtener una concentracion dentro del intervalo de linealidad del método.
Ademas, de calentar la muestra en medio acido a 80°C durante 30 minutos, para

eliminar la presencia del sulfito sodico.

Cada una de estas muestras se prepar6 por triplicado repitiendo los procesos

descritos anteriormente.
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CONECTIVIDAD MOLECULAR APLICADA A LA
PREDICCION DE QUIMIOLUMINISCENCIA DIRECTA
DE FENOLES Y POLIFENOLES




Conectividad molecular aplicada a la prediccion de quimioluminiscencia
directa de fenoles y polifenoles

4.1. INTRODUCCION

La aplicacion de la conectividad molecular para la prediccion del
comportamiento quimioluminiscente de las moléculas cuando reaccionan con
oxidantes fuertes en fase liquida, ha sido desarrollada por nuestro grupo de
investigacion®®. Para llevar a cabo este estudio se aplico el analisis lineal
discriminante (ALD) a moléculas con comportamiento quimioluminiscente y a otras

sin el comportamiento.

Para la busqueda y clasificacion de las mismas, se realizd6 una revision
bibliografica a través de la literatura analitica y un barrido experimental con un
montaje en flujo continuo, ya que, los métodos en flujo continuo son la mejor manera

de monitorizar las reacciones en fase liquida.

La busqueda de moléculas quimioluminiscentes fue sencilla, se encontraron

.. .89,94,122,197,202,297
(76) sustancias

que presentaban este comportamiento. El problema
fue encontrar moléculas no quimioluminiscentes, debido a que los investigadores que
trabajan en este campo no suelen publicar las moléculas encontradas como no
quimioluminiscentes (resultados negativos). Afortunadamente se encontraron
algunas de ellas, concretamente (8) sustancias en un libro® y (24) en algunos
articulos publicados’*'"**7. Ademas, con el proposito de incrementar el nimero de

sustancias quimioluminiscentes se realizdo un barrido experimental con farmacos y

pesticidas, en total 92 compuestos.
4.2. BARRIDO EXPERIMENTAL
El barrido experimental se realizd en el sistema en flujo continuo que se

describe en la Figura 4.1, con el objeto de obtener una sefial quimioluminiscente a

partir del producto de una reaccion de oxidacion.
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Este montaje constaba de cuatro canales que confluian dos a dos en sendas
conexiones en punta de flecha. Por el canal 1 circulaba la disolucién acuosa del
analito o bien el blanco (agua desionizada) y por el canal 2 la disolucion para el
ajuste del medio de la reaccion, confluyendo ambos en un conector en forma de
punta de flecha. Por el canal 3 fluia la misma disolucion de ajuste del medio y
finalmente por el canal 4 circulaba el oxidante fuerte responsable de la reaccion,

emergiendo ambos en una confluencia en punta de flecha.

p

M

2 —= C b

3 — I_%
.

= ||

.

W
Figura 4.1: Montaje empleado para el barrido experimental.
Canal 1: Disolucién acuosa de sustancia ensayada (blanco, agua destilada); Canal 2
y Canal 3: Disolucion para ajustar el medio de reaccion; Canal 4: Disolucion
oxidante; P: Bomba peristaltica; C: Celda de flujo; D: Detector (PMT: Tubo
fotomultiplicador); W: Desecho; R: Recoleccion, tratamiento y representacion de los

resultados.

Todas las disoluciones eran impulsados a una velocidad de 2.8 ml'min™ hacia
una conexion en forma de T, que desembocaba en la celda de flujo en espiral, donde
finalmente se producia la sefal quimioluminiscente detectada por el tubo

fotomultiplicador.

Se estudiaron los siguientes oxidantes fuertes: Ce (IV), KMnQOy4, en medio
acido sulfurico y el H;0;, KsFe(CN)s en medio hidréxido sodico. Las
concentraciones de las disoluciones acuosas empleadas para los ensayos fueron de
400.0 ppm para las sustancias ensayadas, 0.02 molI"' para los oxidantes y 1.0 molI”

para los medios.
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La senal analitica se calculd por diferencia entre la presentada por la muestra
y la generada por el blanco, considerando no quimioluminiscente la sustancia cuando
la sefial analitica de la muestra menos el blanco era menor que dos veces el valor

medio del ruido de fondo, para cualquier oxidante y medio.

4.3. CONECTIVIDAD MOLECULAR

4.3.1. Calculo de los descriptores o indices topoldgicos
En el trabajo descrito anteriormente®® se han utilizado indices de carga J;**®,
indices electrotopologicos atomicos S’y los indices de conectividad de Kier y Hall

hasta orden 10 ™y **.

4.3.2. Analisis lineal discriminante

El andlisis lineal discriminante (ALD), permite obtener ecuaciones lineales
capaces de distinguir entre dos grupos de poblaciones, es decir, clasificar
correctamente una molécula como activa o no activa y en este caso, como
quimioluminiscente 0 no quimioluminiscente. Para ello, se utiliza el programa
informatico BMDP 7M, que aplicado a dos grupos de moléculas, uno con actividad
quimioluminiscente probada y otro sin actividad quimioluminiscente reconocida y
previo calculo de los indices topoldgicos de cada una de las moléculas, es posible

establecer una funcion discriminante.

Concretamente para realizar este estudio se utilizaron 200 compuestos que se
dividieron en dos grupos; un grupo de entrenamiento (formado por 96 compuestos
activos y no activos) utilizado para el célculo de la funcion discriminante y un grupo
test (constituido por 104 compuestos activos y no activos) cuya Unica mision era

validar la calidad de la funcién discriminante obtenida.
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La bondad de la funcion discriminante se puede realizar por dos métodos
diferentes:

% Determinar el porcentaje de acierto en la clasificacion de los grupos de
moléculas activas e inactivas utilizadas en el estudio, es decir, del grupo de
entrenamiento activo y del grupo de entrenamiento inactivo respectivamente.

% Prediccion de la clasificacion de moléculas activas e inactivas no

incluidas en el grupo de estudio (grupo test activo y grupo test inactivo), este

procedimiento se conoce como validacioén cruzada.

De todas las correlaciones efectuadas por el programa informatico BMDP
7M, se escogera aquella ecuacion que presente los mejores resultados para los dos
criterios de seleccion detallados anteriormente. Sabiendo que la ecuacion
discriminante clasifica las moléculas como activas o quimioluminiscentes para
valores positivos de la misma (DF>0), y como inactivas o no quimioluminiscentes

para valores negativos (DF<0).

La funcién discriminante elegida fue:

DF = —87.98 7y — 276.127 3.0y, +1.224S (—CH=) — 35.38]) +66.81J} —0.20
N =96 F=19.5 U -statistics (Wilks"A )= 0.427

En la Tabla 4.1 y 4.2 se resumen los resultados y las clasificaciones obtenidas
con la funcion discriminante para el grupo de entrenamiento y el test. Asi mismo, en
las tablas se detallan:

% Los resultados obtenidos por aplicacion de la ecuacion discriminante a los
correspondientes grupos de moléculas activas e inactivas (DF) para los dos
subgrupos de trabajo ( entrenamiento y test).

*

¢ El valor de la probabilidad de clasificacion para cada compuesto (Prob).
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¢ Para todos los grupos de moléculas en el apartado de clasificacion (C), se
asignard el signo “+” para las moléculas clasificadas como activas al aplicar la

¢ 9

ecuacion y el signo “-”’para las catalogadas como no activas.

Tabla 4.1: Resultados obtenidos del ALD para el grupo test (activos e inactivos).

Compuesto | DF | Prob | C | Compuesto | DF | Prob | C
GRUPO ACTIVO
Pirogalol 0.373 10.592 [+ [Clorfeniramina 1.591 [0.831 [+
Noradrenalina 1.314 [0.788 |+ | Bromehexina 1.573 [0.828 |+
Sulfamerazina 2.975 [0.951 |+ [Acetilcisteina -0.199 10.450 |-
Captopril -1.995 [0.120 |- | Amitriptilina 1.169 [0.763 |+
Metoclopramida 2.817 10.944 |+ [Isoluminol derivado (18) |1.530 [0.822 [+
Isoluminol 1.410 [0.804 |+ |Isoluminolderivado (26) [2.879 |0.947 [+
Tirosina -1.350 [0.206 | - | Oxitetraciclina 3.453 [0.969 |+
Proflavina 1.883 |0.868 |+ | Acido pipemidico 1459 [0.811 |+
Isoniazida -0.498 [0.378 |- | Guaifenesina -0.027 10.493 |-
6-Monoacetilmorfina 4.605 [0.990 |+ | Acridina derivado (5) 2.358 (0914 |+
Nalorfina 6.178 [0.998 |+ | Acridina derivado (1) 2.231 (0903 |+
Buprenorfina 0.412 [0.602 [+ |Histamina 2.289 10908 |+
Clortetraciclina 3.229 10.962 |+ | Benzidamina 0.008 10.502 |+
Acido galico 0.458 |0.613 [+ |Isoxicam 2.250 10905 [+
Indol 3.912 [0.980 |+ | Hidrocortisona 2.551 [0.928 |+
3-Metilindol -0.442 10.391 |- | Propifenazona 1.569 [0.828 |+
Isoluminol derivado (17) 1.735 [0.850 [+ |Penicilina G 0.317 |0.579 [+
Isoluminol derivado (19) 1.919 |0.872 [+ | Tetracaina 2.570 10.929 |+
Isoluminol derivado (20) 1.718 |[0.848 |+ [ Sulfanilamida 0.173 [0.543 |+
Acido mefenamico 0.164 |[0.541 |+ |Prometazina 2.967 0951 |+
Indometacina 0.634 [0.653 |+ [Piramidon 3.185 10.960 |+
Hidrocortiazida -0.299 [0.426 |- | Penicilamina 1.040 [0.739 |+
Acido folico 2.159 [0.896 |+ |[Novocaina 2.352 (0913 |+
Acido fenoximetil penicilico |-0.017 |0.496 |- | Loprazolam 1.562 [0.827 |+
Flufenazina 2.522 [0.926 |+ | Tartrazina -1.569 10.172 |-
Emetina 5.093 [0.994 |+ | Sulfametoxazol 0.151 [0.538 |+
GRUPO INACTIVO
Acido aspartico -2.912 [0.948 |- |Urea -0.196 [0.549 |-
Arginina -1.659 [0.840 |- [p-Benzoquinona -4.671 [0.991 |-
Alanina -7.557 10.999 |- | Glucosa -1.514 [0.820 |-
Uracilo -3.814 [0.978 |- | Tirosina -1.350 {0.794 |-
Timina -5.170 10.994 |- | DMCTC 5.622 [0.996 |+
Lorazepan -2.668 10935 |- [ Vitamina B, -0.848 10.700 |-
Temazepan -2.641 10933 |- [ Veronal -5.028 10.993 |-
Flunitrazepan -2.419 [0.918 |- | Clorhexidina 0.292 10428 |+
Isoluminol derivado (2) 2.224 [0.098 |+ | Sucrosa (sacarosa) -1.302 | 0.786 |-
Isoluminol derivado (8) 2.193 [0.100 [+ [Treonina -1.919 [0.872 |-
Tolazamida -4.833 [0.992 |- | Asparagina -3.055 [0.955 |-
Estearato -0.191 [ 0.548 |- | Valina -0.931 | 0.717 |-
Cloramina T -0.483 [0.619 |- |Isoluminol derivado (7) 1.407 [0.197 |+
Riboflavina 0.452 [0.389 |+ [Isoluminol derivado (5) 1.755 [0.147 |+
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Tabla 4.2: Resultados del ALD para el grupo de entrenamiento (activos e inactivos).

Compuesto | DF | Prob | C | Compuesto | DF | Prob | C
GRUPO ACTIVO
Luminol 1.787 [0.857 + | Codeina 4.429 10.988 +
Dietilisoluminol 1.814 [0.860 + | Oxitetraciclina 3453 [0.969 | +
Isoluminol derivado 0.851 ]0.701 + | Doxiciclina 3453 (0969 | +
Isoluminol derivado 1.376 [0.798 + | Siringaldazina 6.703 [0.999 | +
Acriflavina derivado | 0.775 [0.685 + | Lucigenina 2.333 10912 | +
Acriflavina derivado | 0.502 [0.623 + | Lofina 1.579 [0.829 | +
Acriflavina derivado | 2.677 [0.936 + | Normorfina 2.245 10990 | +
DMAL 1.279 [0.782 + | Morfina 3.709 0976 | +
TDE 0.728 ]0.674 + | Ondansetron 0.866 [0.704 | +
Acido flufenadmico 0.117 [0.529 + | TCPO 0.283 [0.570 | +
Epinefrina 2490 ]0.923 + | DNPO 0.602 |0.646 | +
Skatole -0.442 [0.391 - [2,3-dimetilindol -3.185 [0.040 -
Amoxicilina 0.158 10.540 + | Triptofano -0.546 [0.367 -
Dihidromorfina -0.825 0.305 - | L-Dopa -0.627 |0.348 -
Ninhidrina -3.847 10.021 - | Trimetoprim 3455 [0.969 | +
Sulfadiazina 2.098 [0.891 + | Antipirina 1.995 [0.880 | +
Sulfametoxipiridazina | 0.321 ]0.580 + | Benzoeftalazina 1,4-diona [ 1.899 |0.870 | +
Naloxona 1.438 [0.808 + | Eskacina 2.308 [0.910 | +
Tetraciclina 2.915 [0.949 + | Clorpromazina 2.061 [0.887 | +
Triptamina 1.246 [0.777 + | Tioridazina 1.819 10.860 | +
Resorcinol 0.184 [0.546 + | Hidroquina 1.742 [0.851 +
Floroglucinol 0.090 [0.522 + | Catecol 0.347 10.586 | +
Acido 3-Indoliacético |0.687 [0.665 + | Dopamina 1.556 [0.826 | +
Acridina derivado (2) |-0.385 [0.405 - | Probucol 5.806 [0.997 | +
Adrenalina 2.490 [0.923 + | Normetanefrina 1.661 [0.840 | +
GRUPO INACTIVO
Acido glutamico -3.611 [0.955 - | Tetradifon 1.152 10.240 | +
Mentol 1.133 [0.244 + | Metomil -3.920 [0.981 -
Xantina -4.207 [0.985 - | Lindano -3.001 [0.953 -
Carnitina 1.468 |[0.187 + | Fenilpropanolamina -0.315 [0.578 -
Inositol -4.162 | 0.985 - | Nortriptilina 1.223 (0227 | +
Neomicina -0.859 |0.703 - | Acido nicotinico -2.209 [0.901 -
Biguanina -1.293 [0.785 - | Levamisol -8.765 [1.000 -
Vitamina K; -1.778 10.855 - | Fenobarbital -1.961 |0.877 -
Sorbitol -0.996 [0.730 - | Cistina -4.292 [0.987 -
Sacarina -0.475 10.617 - | Ciclohexilamina -2.248 10.904 -
Prolina -0.380 ] 0.530 - | Atropina -4.290 |0.986 -
Pirazinamida -1.102 10.751 - | Ampicilina -0.247 10.561 -
Nicotinamida -2.048 [0.886 - | Acido oxalico -3.735 [0.977 -
Moroxidina -0.538 [0.631 - | Acido mucénico 5.973 10.003 +
Metilnicotinato -2.416 | 0.918 - | Acido pirtvico -7.159 {0.999 -
Metformin -6.111 [0.998 - | Acido tartarico -2.620 [0.932 -
Lisina -1.385 |0.800 - | Vitamina By 0.121 10470 +
Fenilalanina -2.515 [0.925 - | Vitamina K3 -1.778 10.855 -
Dextrometorfano -0.108 [0.527 - | Ciprofloxacina 4.575 [0.010 | +
Cloranfenicol -0.588 [0.643 - | Xantina -4.207 10.985 -
Cafeina -4.733 10.991 - | Acido trico -4.278 [0.986 -
Alprazolan -3.561 | 0.972 - | Triazolam -2.828 [0.944 -
Nitrazepan -3.412 [0.968 - | Lormetazepan -1.892 [0.869 -
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En las Tablas 4.1 y 4.2, se aprecia que en el grupo de entrenamiento se
obtiene un acierto del 86% para los activos y del 84% para los inactivos, mientras
que en el grupo test el porcentaje de acierto es de un 83% para los activos y del 75%
para los inactivos, lo que demuestra la calidad de prediccion, que se corrobora
cuando observamos el grupo de las benzodiazepinas, ya que, es sabido que no poseen

.., .. . 187
emision quimioluminscente excepto el loprazolan ®'.

Con los datos obtenidos de la aplicacion de la funcién discriminante a los
compuestos anteriores se realizan los diagramas de distribucién, que permiten
evaluar la expectativa o la probabilidad de actividad para un compuesto en un

intervalo de la funcidn discriminante.

Grupo entrenamiento o
D No quimioluminiscente

=
=
)
(=]
|

0,25 . Quimioluminiscente

0,05

0.00 0.0 0

0,16 - .. ..

D Mo quimioluminiscente

E 0,14 1 Grupo test
0,12 -

0,10

. Quimioluminiscente

0,08
0,06 -
0,04
0,02

0,00 -
-8 -7 6 5 4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7

Figura 4.2: Diagramas de distribucion de la actividad quimioluminiscente.

- 135 -



Capitulo cuarto

4.3.3. Prediccion de la quimioluminiscencia directa de fenoles y polifenoles por

conectividad molecular

Una vez establecida la funcidon discriminante se seleccionaron diversos

fenoles y polifenoles®®=%*

, muchos de ellos con aplicacion farmacolodgica conocida,
para predecir el comportamiento quimiolumiscente de los mismos cuando reaccionan
con oxidantes fuertes. Para un total de 88 compuestos se calcularon sus indices

topoldgicos y se les aplico la funcion discriminante descrita en el apartado 4.3.2.

De los 88 fenoles y polifenoles ensayados tedricamente con la ecuacion

discriminante, 78 fueron predichos como quimioluminiscentes DF>0.

Dada la bondad de las predicciones teoricas se eligieron de manera aleatoria
35 de los compuestos que fueron clasificados como positivos y se realizoé un barrido
experimental con el montaje en flujo continuo descrito en la Figura 4.1, con el objeto
de estudiar la posibilidad de obtener una sefal quimioluminiscente a partir del

producto de una reaccion de oxidacion.

Las reacciones fueron monitorizadas con la sustancia ensayada (canal 1; a una
concentracion de 200.0 ppm), con diferentes medios (canal 2 y 3; H,SO4 o NaOH,
ambos 1.0 mol-1™) y distintos oxidantes fuertes a una concentraciéon 0.02 mol-l"
(canal 4; Ce (IV), KMnO4, en medio acido sulftrico; H,O,, KsFe(CN)s en medio
hidroxido so6dico; N-Bromosuccinimida tanto en medio 4cido como sulfurico) y una

velocidad de flujo de 2.8 ml'min™' para todos los canales.
En la Tabla 4.3, se encuentran detallados los DF para los compuestos

ensayados, la probabilidad y los resultados de las senales analiticas obtenidas

empiricamente con cada compuesto y los diferentes oxidantes.
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Sefial Quimioluminiscente (kHz)
Sustancia DF | Prob N-Bromo
KMnO, | Ce(IV) succinimida K;Fe(CN)s | H,0,
H,SO, | NaOH

2,5-

dihidroxibenzaldehido 2.20 |1 0.900 | 374.50 ( 0.00 0.00 0.42 9.24 0.42
3-hidroxibenzaldehido | 0.54 | 0.633 | 339.37 | 0.00 0.00 1.19 24.32 0.15
4-hidroxibenzaldehido | 2.20 [ 0.900 | 225.13 | 0.00 0.02 0.00 2.15 0.00
Acido - 129 | 0.784 | 262.91 | 0.00 | 0.00 | o0.61 044 | 0.00
4-hidroxibenzoico

Acido » resorciclico 1.67 | 0.836 | 290.42 | 2.39 0.00 0.00 22.79 0.00
Acido Bresorciclico 1.93 | 0.876 | 480.15 | 3.93 0.00 0.00 53.70 0.00
Acido cafeico 3.63 | 0.970 | 230.45 | 0.00 0.00 3.75 27.67 0.23
Acido clorogénico 1.85 | 0.867 | 61.67 0.00 0.00 1.71 33.02 0.05
Acido ellagico 3.13 | 0950 | 14.85 0.00 0.00 | 113.14 198.10 1.53
Acido ferrtlico 4191 0.980 [ 59.68 0.00 0.00 0.24 64.84 0.00
Acido galico 046 | 0.610 | 178.83 | 9.81 0.00 0.56 70.83 0.00
Acido gentisico 1.60 | 0.830 | 320.23 | 0.00 0.00 10.55 3.13 0.03
Acido orto-coumarico | 2.94 | 0.948 | 267.04 0.00 0.00 2.38 84.06 0.08
Acido para-coumarico | 3.94 | 0.982 | 206.61 | 0.00 0.00 1.44 15.34 1.44
Acido protocatechuico | 0.89 | 0.710 | 186.02 | 0.00 0.00 0.15 10.35 0.00
Acido sinépico 5.00 1 0.993 | 20.65 0.00 0.00 0.05 7.55 0.04
Acido siringico 2.07 | 0.890 | 67.04 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10
Acido tanico 2.34 [ 0.910 | 44.41 0.40 0.00 16.20 419.90 2.55
Acido vanillico 1.30 | 0.786 | 84.66 0.00 0.00 1.95 5.18 0.00
Aloina 295 0.947 | 20.15 1.50 0.00 | 162.84 151.60 14.88
Catecol 0.34 1 0.590 | 335.99 [ 0.00 0.00 8.80 2.66 0.00
| Eugenol 39310976 | 740.41 | 0.02 0.00 0.00 11.56 0.00
Fenol 0.13 ] 0.534 | 757.27 | 0.00 0.00 0.15 2.10 0.04
Floroglucinol 0.09 | 0.522 | 266.75 | 2.75 0.00 0.11 5.10 0.09
Hidroquinona 1.74 | 0.854 | 487.90 | 0.00 0.00 0.84 3.00 0.84
Isovanillina 1.45 ] 0.806 | 86.62 0.00 0.00 0.00 25.94 0.00
Narangin 1.06 | 0.742 | 42.11 0.00 0.00 0.37 3.34 0.15
Orto-vanillina 1.73 | 0.850 | 94.94 0.00 0.00 7.23 1.95 7.23
Pirogalol 0.37 1 0.592 | 291.92 | 3.58 0.00 3.50 127.05 0.37
Protocatechualdehido | 1.73 | 0.850 | 163.50 | 0.00 0.00 0.00 8.68 0.00
Quercetina 2.18 | 0.898 | 152.19 | 77.69 | 0.02 13.54 24.78 0.00
Resorcinol 0.18 | 0.550 | 710.80 [ 0.02 0.00 0.00 114.6 0.00
Rutina 1.50 | 0.818 | 34.53 0.60 0.00 0.00 13.54 0.00
Salicilaldehido 1.35] 0.794 | 234.46 | 0.00 0.00 0.10 0.65 0.00
Vanillina 2.30 1 0.909 | 59.56 0.01 0.02 0.00 8.08 0.00

Tabla 4.3: Estudio de la quimioluminiscencia directa de fenoles y polifenoles. Prob:

Probabilidad. En negrita se destacan las sustancias objeto de posteriores estudios.
Como se observa en la Tabla 4.3, los 35 compuestos presentaron un

comportamiento quimioluminiscente frente a oxidantes fuertes, lo que corroboraba

las predicciones tedricas establecidas.
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4.4. ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE LOS FENOLES Y
POLIFENOLES FRENTE AL PERMANGANATO POTASICO EN
MEDIO ACIDO

Era de destacar que todas las sustancias ensayadas presentaban
quimioluminiscencia al reaccionar con el KMnO4 en medio acido (Tabla 4.3). Por
esta razon, y con el propdsito de obtener una mayor informacion del comportamiento
de las mismas frente al permanganato potésico, se decidié realizar un estudio
exhaustivo de la influencia de la concentracion del oxidante en la sefal
quimioluminiscente, por ser una variable de suma importancia en este sistema de

deteccion.

Para llevar a cabo esta experiencia, se seleccionaron de la Tabla 4.3 aquellas
sustancias que presentaban una emision quimioluminiscente superior a 100.00 kHz,
excepto el acido gilico y el pirogalol, puesto que ya existian métodos de
quimioluminiscencia directa para su determinacion. En el caso del acido ténico
aunque el valor de la sefial analitica era menor se decidi6 estudiarlo, debido a que

mostraba una elevada quimioluminiscencia con el ferricianuro potasico.

Para un total de 21 compuestos (destacados en negrita en la Tabla 4.3) y con
el montaje descrito en la Figura 4.1, se obtuvieron las sefiales analiticas con
concentraciones de 50.0 y 100.0 ppm de las sustancias ensayadas y con 5
concentraciones de KMnOy preparadas diariamente, comprendidas entre 1.0x10™ y
5.0x10” mol-I"". Este intervalo se seleccion6 considerando los resultados obtenidos

209,210,222 . . . .y
09210222 realizados por nuestro grupo de investigacién, en los que

en otros trabajos
intervenian reacciones de oxidacion de caracteristicas similares. En las Figuras 4.3,

4.4,2.4,4.5, 4.6 y 4.7 se muestran los resultados obtenidos en esta experiencia.
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directa de fenoles y polifenoles
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Figura 4.3: Influencia de la concentracion de KMnO, para 100.0 ppm de analito.
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Figura 4.4: Influencia de la concentracion de KMnQO4 para 100.0 ppm de analito.
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Figura 4.5: Influencia de la concentracion de KMnQOy4 para 100.0 ppm de analito.

- - 4 - - Hidroquinona —— Resarcinol —— Horogucinol —%— Catecol
—*%— Fugendl —&— Quercetina - - + - - 4hidroxibenzaldehido —6— Ac. 4-hidroxibenzoico
3000,0 -

Seiial (kHz)

- 140 -

3,1 34 3,7

-log((KMO)) (molT")

Figura 4.6: Influencia de la concentracion de KMnQO, para 50.0 ppm de analito.
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Conectividad molecular aplicada a la prediccion de quimioluminiscencia
directa de fenoles y polifenoles

- - 4 - - Ac. Para-coumérico —&— Ac. Beta -resorciclico —&— Ac. Gentisico
—>— Salicilaldehido —>¥— Protocatechualdehido —@— Ac. Protocatechuico

- - + - - Ac. Orto-coumarico

1600,0

1400,0

1200,0 4
1000,0 -

800,0

Seiial (kHz)

600,0 -

400,0

200,0 4

-ogC(KMnO,) (molI")

Figura 4.7: Influencia de la concentracion de KMnQO, para 50.0 ppm de analito.
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Figura 4.8: Influencia de la concentracion de KMnO, para 50.0 ppm de analito.
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Como se observa en las Figuras, la mejor sensibilidad se obtuvo con
concentraciones de KMnO, comprendidas entre 5.0x10™ y 5.0x10~ molI" (-logC=
3.3 a -logC=2.3) y en la mayoria de los casos la concentracion Optima de oxidante

fue 1.0x107 6 5.0x10” mol-1™(-log C=3.0 6 -logC=2.3).

4.5. CONCLUSIONES

El comportamiento quimioluminiscente de un conjunto de fenoles y
polifenoles tedricamente predicho, ha sido empiricamente confirmado mediante un
sistema en flujo continuo, donde todos los compuestos generan una sefial
quimioluminiscente al reaccionar con oxidantes inorgédnicos fuertes. Por lo que se
puede afirmar que la funcion discriminante presenta un éxito del 100% en cuanto a la

prediccion de la actividad quimioluminiscente.

Cabe destacar, que el permanganato potasico y el ferricianuro potasico son
los que producen una intensidad de quimioluminiscencia mas elevada y que no existe
una correlacion entre los valores de DF y la sefial quimioluminiscente. El
permanganato potasico es el oxidante mas adecuado para la determinacion de fenoles
y polifenoles y en la mayoria de los casos para una concentracién de 1.0x107 6

5.0x107 mol-I™.

Finalmente, de los 35 fenoles y polifenoles ensayados, se seleccionaron
unicamente aquellos que tenian actividad farmacolégica y que estuvieran presentes
en formulaciones farmacéuticas como la hidroquinona, el resorcinol, el eugenol, la
quercetina, el floroglucinol, el acido tanico y el fenol por su interés medioambiental.
Tras una revision bibliografica sobre los distintos métodos existentes en la literatura
para su determinacion con deteccion quimioluminiscente, se escogiod el fenol, el
dcido tanico y la hidroquinona con el propoésito de desarrollar con cada uno de ellos

un nuevo método de analisis por quimioluminiscencia directa.
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Determinacion de fenol en aguas con preconcentracion por quimioluminiscencia directa

INTRODUCCION

5.1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL FENOL

5.1.1. Descripcion y propiedades fisicas

El fenol es un hidroxiderivado del benceno que se utiliza para la fabricacion
de resinas sintéticas, colorantes, medicamentos (como antisépticos y anestésicos
locales), plaguicidas, curtientes sintéticos, sustancias aromaticas, aceites lubricantes,
plésticos, reactivos quimicos y antioxidantes. Es un compuesto organico de formula
empirica CsHsO y peso molecular 94.11 g'mol™. Su estructura molecular es la que se

muestra en la Figura 5.1.

OH

Figura 5.1: Estructura molecular del fenol.

El nombre de la .U.P.A.C. del fenol es el 1-hidroxibenceno; y otros nombres
asignados a este compuesto son: acido fénico, acido carbodlico, hidroxibenceno,

. . s . . 305
monohidroxibenceno, hidroxido de fenilo y oxibenceno™ .

Es un so6lido cristalino incoloro o blanco rosado, de olor dulzén y sabor
amargo, que funde a 40.85°C, con tendencia a adquirir una coloracién rojiza en
presencia de luz y aire que se acelera en medios alcalinos. Es soluble en agua (1 g en

15 ml), en benceno (1 g en 12 ml) y muy soluble en alcohol, cloroformo, éter,
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glicerol, en disoluciones acuosas de hidroxidos alcalinos y es practicamente insoluble

en éter de petroleo.

El fenol presenta una absorbancia®®* maxima en el UV a una longitud de onda
de 272 nm cuando se encuentra disuelto en metanol y a 287 nm para disoluciones de

fenol NaOH 0.1 M en metanol.

El fenol se presenta en la naturaleza en la madera y agujas de pino, en la orina
de los herbivoros (como fenolsulfato) y en el alquitrdn de hulla. Los fenoles
sintéticos se obtienen a partir de la destilacion del alquitran de hulla (1 tonelada de
hulla =0.25 kg de fenol), aunque actualmente predomina la produccion sintética por
disociacion del hidroperéxido de cumeno, obteniéndose acetona como producto
secundario y en parte ain se recurre a la sintesis a partir del benceno, utilizando

acido benzenosulfonico o clorobenceno.

5.1.2. Toxicidad del fenol y efecto contaminante en las aguas

El fenol es toxico para los seres vivos. En los humanos y otros mamiferos los
vapores y los liquidos pueden ingresar facilmente al cuerpo por via cutdnea. Los
vapores inhalados ocasionan lesiones en las vias respiratorias y en el pulmoén,
mientras que el contacto con los liquidos produce severas quemaduras en la piel y en
los ojos. Ademas, una exposicion prolongada paraliza el sistema nervioso central,
pudiendo provocar la muerte. En las plantas inhibe la permeabilidad pasiva y el

crecimiento.

La biodegradacion de los fenoles naturales es en general muy buena, de modo
que casi no hay acumulacion en las plantas o animales, ya que, la accion bacteriana
provoca la descomposicion del mismo en didéxido de carbono. Sin embargo, los

fenoles sintéticos se degradan con menos facilidad, puesto que muchos de ellos son

- 146 -



Determinacion de fenol en aguas con preconcentracion por quimioluminiscencia directa

toxicos para los microorganismos, permaneciendo por esta razén en el medio

ambiente.

Las aguas naturales contienen pequefias concentraciones de fenol, pero estas
cantidades pueden verse incrementadas por la contaminacion con aguas residuales
industriales y domésticas, asi como por la degradacion de pesticidas, fungicidas o
herbicidas. El fenol, en las aguas cloradas contribuye a la formacion de clorofenoles
que comunican al agua un sabor y olor extremadamente desagradable incluso para
concentraciones bajas, ademas de transmitir cierta toxicidad, que puede ser mas o
menos aguda para la vida acudtica y los mamiferos dependiendo a la concentracion

cn que S¢ encuentren.

Por esta razon, la Agencia de Proteccion Medioambiental de Estados Unidos
clasifica como contaminantes medioambientales al fenol y sus derivados fendlicos,
aumentando su toxicidad a medida que se incrementa el nimero de atomos de cloro o
de nitrégeno incorporados al fenol, siendo el pentaclorofenol el mas toxico de los

clorofenoles y el trinitrofenol (acido picrico) el mas toxico de los nitrofenoles.

5.1.3. Legislacion sobre la calidad de las aguas

Como consecuencia de la toxicidad del fenol y de sus derivados, surge la

necesidad de disminuir urgentemente las emisiones de estos compuestos y legislar las

cantidades maximas permitidas. Estos niveles dependen del tipo de agua y varian

segun en el pais.

Legislacion espaiiola

En las aguas residuales, se establecen unos limites de vertido cuantitativos

que no se podran sobrepasar. Estos parametros de vertido dependen de la actividad
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de la industria y se encuentran legislados en la Tabla 1, 2, 3 del Titulo IV del Real
Decreto 849/1986 de la “Ley de aguas™". Los limites estan fijados entre 0.5 y 1

mg 1"

En las aguas superficiales destinadas a la produccion de agua potable, se
fijan unos niveles de calidad clasificados en tres grupos seglin el tratamiento que
vayan a recibir para su potabilizacion. Estos parametros se establecen en el Real

Decreto 927/1988 de la “Ley de aguas™’ (anexo 1).

- Tratamiento fisico simple y desinfeccion, 1 pg1™".
- Tratamiento fisico normal, tratamiento quimico y desinfeccioén, 5 pg-1™.

- Tratamiento fisico-quimico intensivos y desinfeccion, 100 pg-1™”.

En las aguas dulces superficiales destinadas a ser aptas para el bano, los
parametros de calidad se establecen en el Real Decreto 927/1988 de la “Ley de
aguas™"’(anexo 2). Para los fenoles el valor maximo es de 50 pgl”, siempre y

cuando no presenten un olor especifico.

En las aguas de abastecimiento o consumo publico, la concentracién maxima
admisible se detalla en una normativa especifica, que surge como consecuencia de la
adhesion de Espaia a la Comunidad Econdémica Europea, en el que se hace necesario
armonizar la legislacion espafiola a las disposiciones comunitarias, concretamente a
la Directiva 80/778/CEE, relativa a la calidad de las aguas de consumo humano. El
Real Decreto 1138/1990°” aprueba la “Reglamentacion técnico sanitaria” que regula
las normativas para el abastecimiento y control de las aguas potables de consumo
humano, en la que se define a la fenoles como sustancias no deseables y fija su

.y ,o e .. -1
concentracion maxima admisible en 0.5 pg-1™.
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5.2. METODOS ANALITICOS DE DETERMINACION DE FENOL EN
AGUAS

5.2.1. Métodos cualitativos

- 309 s . . .,
Se han descrito™" tres ensayos colorimétricos que permiten la determinacion

cualitativa de fenol en aguas.

1) Método del reactivo de Millon, donde tras la destilacion de la muestra
acidificada con 4cido sulfurico y la mezcla a ebulliciéon del destilado con &cido
acético y el reactivo de Millon, en presencia de fenol el liquido se colorea del rojo

amarillento al rojo oscuro dependiendo de su contenido.

2) Método de la paranitronilina, que consiste en mezclar la muestra con una
disolucion saturada de paranitronilina, dcido clorhidrico y una disolucion saturada de
nitrito potasico. En presencia de fenol, la disolucidon transcurridos 10 minutos y

después de adicionar unas gotas de potasa, toma un coloracién amarillo anaranjada.
3) Método de la 4-aminoantipirina, en el que al mezclar la muestra con la 4-
aminoantipirina, amoniaco y ferricianuro potasico, la presencia de fenol se verifica
por la aparicioén de una coloracion rojiza.
5.2.2. Métodos cuantitativos
1) Método de la 2,6-dibromoquinona cloroimida
Se trata de un método®® colorimétrico que requiere de una etapa de

extraccion previa de la muestra con éter, para eliminar interferentes como sulfuros y

sustancias organicas animales o vegetales que alteran el desarrollo de la coloracion
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final. De forma que en medio alcalino y tras la extraccion, el fenol reacciona con el
indicador (2,6-dibromoquinona cloroimida) para dar lugar a los indofenoles, que
pueden ser detectados espectrofotométricamente a 625 nm. Este método ofrece

buenos resultados para concentraciones de fenol comprendidas entre 0.01 y 2 mg-1™.

2) Método de la 4-aminoantipirina

Es el método normalizado®'® para la determinaciéon de fenol en aguas. Este
método se basa en la oxidacion del fenol en medio bésico con el K3Fe(CN)g y la
posterior condensacion con la 4-aminoantipirina para formar una imina coloreada
que puede ser detectada espectrofotométricamente. Es necesario también un proceso
de destilacion previa de la muestra en medio acido, con el proposito de eliminar las
impurezas no volatiles, como las aminas aromaticas e incrementar la selectividad.
Una vez destilada la muestra, el método de la 4-aminoantipirina se puede desarrollar

de dos formas segtn la sensibilidad deseada:

a) Extraccion con cloroformo, para el andlisis de aguas cuyo contenido en
fenol sea inferior a 1 mg1™.
b) Fotometria directa, adaptable a aguas con cantidades de fenol superiores a

1 mg1”.

3) Otros métodos

Debido a la inmensa cantidad de métodos analiticos descritos para la
determinacion de fenol en agua, se efectud una revision en la literatura analitica para
conocer la frecuencia de utilizacion de diversos detectores, aplicados a la
determinacion de fenol en este tipo de muestra. El periodo en el que se ha llevado a
cabo la busqueda comprende desde 1980 hasta octubre de 2002. Esta se ha realizado
sobre el Analytical Abstracts efectuando rastreos a partir de las entradas “Phenol and

Water” y los distintos detectores. En la Figura 5.2 se muestran los resultados.
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Ot Quimioluminiscencia
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Figura 5.2: Proporcion entre los tipos de detectores utilizados para la determinacion
de fenol en agua.
AAS, Atomic Absorption Spectrometry: Espectrometria de Absorcion Atomica.

MS, Mass Spectrometry: Espectrometria de Masas.

5.2.3. Métodos de analisis en flujo con preconcentracion

Tras esta revision bibliografica se seleccionaron algunos métodos analiticos
para la determinacion de fenol en aguas que incluyen una etapa de preconcentracion

en linea acoplada a un sistema de analisis en flujo.

Moskvin y col.*'! han descrito un nuevo método de analisis que permite en un
sistema F.ILA. realizar un pretratamiento en linea de la muestra mediante una
extraccion-separacion cromatografica del analito, para posteriormente, separar la fase
organica de la acuosa de manera automatizada con una membrana de separacion
cromatografica, siendo determinado fluorimétricamente en la fase orgéanica la
cantidad de analito presente en aguas naturales. El intervalo de linealidad se

establece entre 0.5 y 30.0 ppb.
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Se ha desarrollado un trabajo para la determinacion quimioluminiscente de
fenoles en aguas naturales mediante analisis en flujo por multiconmutacion”. La
cantidad de reactivos necesarios son dispensados segun el tiempo en el que un
conjunto de valvulas solenoide se encuentran en posicion OFF/ON controladas a
través del “software”. Bdsicamente se trata de la oxidacion de los fenoles con
permanganato potasico en medio 4cido, en donde se incluye en linea un reactor
relleno de una resina polimérica no polar tipo XAD-4 con una gran superficie de
contacto, que permite preconcentrar el analito y eliminar interferencias de la matriz,
aumentando la sensibilidad y selectividad del método. El limite de deteccidon

establecido es de 5.0 ppb.

Segun datos bibliograficos el método mas utilizado para la determinacion de
fenoles en aguas es el de la 4-aminoantipirina, por ser el que mayores ventajas
presenta en cuanto a la velocidad de muestreo, precision y reproducibilidad. Para
ello, es necesario que los compuestos fenolicos tengan la posicion para
desbloqueada, de forma que pueda producirse una reaccion de oxidacion del analito
en medio alcalino y una posterior condensacion con la 4-aminoantipirina, para
formar una imina coloreada que puede ser detectada espectrofotométricamente. La
adaptacion del método de la 4-aminoantipirina fue trasladada al andlisis por

312 en 1988. Este método ha sido

inyeccion en flujo (F.ILA.) por Méller y Martin
automatizado con éxito y existen diversos trabajos donde el oxidante utilizado para la

determinacion del fenol, puede ser el ferricianuro potésico o el persulfato potésico.

Erxleben y col.’" incluyen una membrana cromatografica en la celda de flujo
para preconcentrar el fenol y realizar una pretratamiento de la muestra totalmente
automatizado mediante una extraccion liquido-liquido. Con este propdsito la
solucion acuosa de muestra se inyecta en una corriente de cloroformo durante 4
minutos, para reaccionar posteriormente con la 4-aminoantipirina y con el oxidante
K;S,0s. Finalmente mediante la formacion de un complejo coloreado en la fase

orgénica es posible medir espectrofotométricamente a 460 nm la cantidad de fenol
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presente en aguas naturales y de consumo. En este caso el limite de deteccion

alcanzado es de 5 ppb.

Liy col.*'* incorporan una columna de intercambio cationica a un sistema de
analisis por inyeccion en flujo para la determinacion de fenol en agua de lago
contaminada. En primer lugar la disolucion de muestra a 40 °C y a pH 8 se inyecta en
el portador y se transporta al reactor donde se produce una preconcentracion en linea
de la misma, a continuacién el analito eluido con NaCl reacciona con la 4-
aminoantipirina y posteriormente con ferricianuro potasico, formando un derivado
coloreado que puede ser detectado espectrofotométricamente a 510 nm. El intervalo

de linealidad comprende entre 0.01 y 1.4 mg-1™.

Zheng-Liang”’ determina la cantidad de fenol en agua mediante un sistema en
flujo continuo, que conlleva un proceso de separacion en fase sélida con una resina
XAD-4 y una extraccion liquido-liquido con cloroformo. La muestra a un
determinado pH circula continuamente por la columna durante 5 minutos, de forma
que el fenol es preconcentrado y se eliminan al mismo tiempo interferentes de la
matriz. Tras la elucion con KOH, el fenol eluido reacciona con la 4-aminoantipirina
y el oxidante K,S,0Os, formdndose un derivado coloreado que es extraido con
cloroformo, con el propdsito de incrementar la selectividad del método. Ademas,
antes del detector se incorpora una membrana hidrofobica para separar ambas fases y
determinar espectrofotométricamente la cantidad de fenol en el extracto organico. El
intervalo de linealidad se establece con este método desde 0.5 a 60.0 ppb.

Esta misma resina XAD-4 ha sido incorporada por Wen-Lu y col.”

a un
sistema F.I.A. para la separacion-preconcentracion de fenol en aguas residuales. En
este caso se combina exclusivamente el reactor en fase sélida y la reaccion de la 4-
aminoantipirina para obtener una adecuada sensibilidad, omitiéndose la extraccion
liquido-liquido, que requiere el uso de disolventes organicos altamente
contaminantes. Para llevar a cabo este método analitico se necesita una valvula

conmutadora, donde se incluyen dos columnas rellenas de XAD-4, de forma que
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mientras una columna esta en la posicion de preconcentracion la otra estd en elucion.
Asi que, la muestra a pH 2 se preconcentra durante 5 minutos y posteriormente se
eluye el analito con la disolucion alcalina, para seguidamente reaccionar con la 4-
aminoantipirina y el ferricianuro potasico. La cantidad de fenol presente en las aguas
residuales se determina espectrofométricamente a 490 nm. El intervalo de linealidad

se establece entre 0.01 a 1 ppm y el limite de deteccion alcanzado es de 4 ppb.
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PARTE EXPERIMENTAL

53. ESTUDIO DE LA PRECONCENTRACION-SEPARACION CON
DETECCION POR ABSORCION EN EL ULTRAVIOLETA-VISIBLE

El primer paso consisti6é en estudiar la etapa de preconcentracion-separacion
mediante el empleo de un reactor en fase solida relleno de Amberlite XAD-4,
integrado en el sistema en inyeccion en flujo. De este modo, en ausencia de reaccion
quimica y tras un proceso fisico-quimico de adsorcidn, se conseguia separar el fenol
del resto de la matriz, eliminado las posibles interferencias (como las aminas
aromaticas), al mismo tiempo que el analito era preconcentrado con objeto de

incrementar la respuesta analitica.

Para ello, mediante un método ampliamente descrito, se hacia reaccionar el
fenol con el ferricianuro potéasico y la 4-aminoantipirina (4-AATP). Esta reaccion
(Figura 5.3) consiste basicamente en la oxidaccion del analito en medio alcalino y la
posterior condensacién con la 4-aminoantipirina para formar una imina de color
amarillo, que puede ser detectada espectrofotométricamente a una longitud de onda

de 506 nm.

OH
. K5Fe(CN)g
* H;C~ 0o ~ N + H,0
_ NaOH H3C~y” o
H3C NH2 —
Fenol H;C N 9]
4-AATP
Imina

Figura 5.3: Reaccién de derivatizacion para la determinacion espectrofotométrica

del fenol.
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Dicha reacciéon’ es posible gracias a la capacidad de los fenoles para
experimentar reacciones de sustitucion electréfila aromatica, debido a que los
electrones del anillo aromatico reaccionan con especies deficientes de electrones,
como los agentes oxidantes, que como electrofilos son aceptores de electrones y
reaccionan facilmente con los fenoles para formar quinonas tras la oxidacion. Para
llevar a cabo una determinacion selectiva del fenol es de suma importancia eliminar
la presencia de las aminas aromaticas, ya que también pueden reaccionar con
especies oxidantes, para formar quinonas tras su oxidacion. El mecanismo de esta

reaccion se detalla a continuacién en la Figura 5.4.

OH OH O
K;Fe(CN) OH
—_— —_—
T— T—
H,0
OH o
Fenol Hidroquinona Dianion

de la hidroquinona

0]
e 4-AATP + H,0
— — N
— — HC~y~ 0
O

p-Benzoquinona Imina

Figura 5.4: Mecanismo de reaccion.
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A partir del método analitico descrito por Wen-lu Song y col.”® se desarroll6

un montaje por inyeccion en flujo que reproducia el citado trabajo.

En la Figura 5.5 y en Tabla 5.1 se encuentra descrito el montaje asi como

variables quimicas y F.I.A. establecidas.

C@' / MC

4 -

h —

Figura 5.5: Montaje F.ILA. empleado para el estudio de la etapa de
preconcentracion-separacion.

Canal 1: Disolucién de fenol en HC10.01 mol-I"" (HC1 0.01 mol‘I"' como blanco).
Canal 2: Portador (HC1 0.01 mol-1™).

Canal 3: Eluyente (NaOH 0.10 mol-I"").

Canal 4: Disolucion reactiva.

Canal 5: Oxidante.

P: Bomba peristaltica.

V1, V2: Vilvulas de inyeccion.

L: Bucle de muestra.

C: Reactor de PTFE relleno de resina Amberlite XAD-4.

MC: Tubo de mezcla.

RC: Tubo de reaccion.

UV-V: Detector.

R: Recoleccion, tratamiento y presentacion de los resultados.

W: Desecho.
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Tipo de variable Variable Valor seleccionado
Quimica Canal 1: Muestra (fenol en HC10.01 mol-1™)
(Concentraciones) Canal 2: HCI (mol-I"") 0.01
Canal 3: NaOH (mol‘l™") 0.10
Canal 4: 4-AATP (ppm) a pH 8.5 (1) 1000
Canal 5: K3Fe (CN)g (ppm) apH 11 (2) 2000
F.LA. Canal 2: ml'min”' 1.8
(Caudales y Canal 3: ml'min™! 1.8
longitudes) Canal 4: ml'min”" 0.3
Canal 5: ml'min” 0.3
(L) ml muestra 2.1
(MC) cm 30.0
(RC) cm 60.0
Reactor en fase Longitud (cm) 10.5
solida (RFS) Didmetro interno (mm) 2.7

(1) Disolucion tampon pH= 8.5, preparada disolviendo 10.7 gramos de NH4Cl, 4.0
gramos de NaOH en 980 ml de agua desionizada ajustando potenciométricamente el
pH con HCI 0 NaOH 1.0 mol‘l"" y aforando hasta 1 litro con agua desionizada.

(2) Disolucion oxidante ajustada potenciométricamente a pH 11.0 con NaOH 1.0
mol-I"",

Tabla 5.1: Composicion del sistema F.I.A. para el estudio de la preconcentracion.

Este montaje se caracterizaba por tener dos valvulas de inyeccion; con la
primera vélvula se insertaba un volumen fijo de muestra mediante un bucle de 4.0
metros, mientras que el bucle de muestra de la segunda vélvula incorporaba el

reactor en fase solida.
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Para operar con este sistema y poder realizar un ciclo de preconcentracion
eran necesarias 3 etapas, que debian ser seguidas consecutivamente, para obtener un

pico F.LLA.:

» Acondicionamiento de la columna en medio acido para reconstituir y
mantener las caracteristicas 0ptimas de adsorcion y desorcion del reactor.

» Preconcentracion-separacion del fenol de la matriz en medio acido.

» Eluciéon en medio basico para desorber el analito retenido en la columna

y poder confluir posteriormente con la disolucion de 4-aminoantipirina.
Los tiempos necesarios descritos en la Tabla 5.2 para cada una de estas
etapas, eran controlados segun la posicion de las dos valvulas. El funcionamiento de

las valvulas para realizar un ciclo de preconcentracion fue el siguiente :

Acondicionamiento de la columna

- Vélvula 1: en posicion de carga para que el bucle se llenara de muestra.
- Valvula 2: en posicion de carga para que el HCI circulara a través del
reactor, acondicionando la columna.

Preconcentracion-separacion

- Vélvula 1: en posicion de inyeccion para que la muestra fuera insertada en
la columna.

- Vélvula 2: se mantenia en posicién de carga para que el analito quedara
retenido en la columna.
Eluciéon

- Vélvula 1: continuaba en posicion de inyeccion.

- Valvula 2: conmutaba hacia la posicion de inyeccion para que todo el fenol

fuera eluido.

- 159 -



Capitulo quinto

Etapas Posiciones Valvulas Tiempo (minutos)
Acondicionamiento de la
V1-Ly V2-L 5
columna
Preconcentracion-separacion Vi-1y V2-L 5
Elucion Vi-1y V2-1 1*

*tiempo necesario para obtener un pico F.I.A. y restablecer la linea base.
V1: Valvula 1; V2:Valvula 2; L: Posicion carga; I: Posicion inyeccion.

Tabla 5.2: Tiempos necesarios para la etapa de separacion-preconcentracion.

Este sistema permitia realizar de manera automatizada un pretratamiento de la
muestra en linea, eliminando las aminas aromadticas (principal interferente para la

determinacién del fenol*"®

), ya que en medio 4cido se ionizaban y no eran adsorbidas
en la resina, mientras que el fenol se retenia. De esta manera, quedaba excluida la
destilacion previa necesaria para la determinacion de fenol en aguas, como se

) , . (1 =310
describe en el método oficial de analisis ~ .

5.3.1. Precalibrado

Con el montaje F.I.A. descrito en la Figura 5.5 y con las variables quimicas y
F.ILA. establecidas en la Tabla 5.1, asi como los tiempos necesarios para la etapa de
preconcentracion—separacion, se decidi6 realizar un precalibrado de fenol entre 1.0 y

20.0 ppm, con el fin de seleccionar una concentracion de trabajo adecuada.

Era condicién imprescindible que tanto las disoluciones patron como la de
oxidante y la 4-aminoantipirina fueran preparadas diariamente, al mismo tiempo que
las disoluciones reactivas debian mantenerse al abrigo de la luz durante todo el
periodo de medida, para evitar la deriva de la linea base como se comprobd

experimentalmente.
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En la Figura 5.6 aparece representada la grafica absorbancia-concentracion de
fenol. A partir de este momento se escogid 5.0 ppm como concentracion para el

estudio de la etapa de preconcentracidon—separacion.

0,8000 - X
y =0,0022x" - 0,0106x + 0,0501
2 _

= 0,6000 - R"=0,9934
S
=
<
20,4000 -
2
=
< 10,2000 -

0,0000 ‘ | | |

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0

Concentracion (ppm)
Figura 5.6: Precalibrado de fenol para un intervalo de concentraciones

comprendido entre 1.0 y 20.0 ppm.

5.3.2. Optimizacion de las variables experimentales

A continuacion se procedio a optimizar por el método univariante, algunas
variables que influian en la etapa de preconcentracion-separacion. En el siguiente
esquema se muestran las variables objeto de estudio del montaje descrito en la Figura

5.5.

» Variables F.ILA.
Caudal del HCI
Caudal del NaOH
» Variables del reactor en fase sélida

Longitud y didmetro interno
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5.3.2.1. Influencia del caudal de HCI1

El HCI tenia varias funciones: ser el medio de disolucion del analito,
acondicionar la columna, transportar la muestra hasta el reactor donde tenia lugar la

preconcentracion-separacion y eliminar la interferencia de las aminas aromaticas.

Para la optimizacion del caudal de HC1 0.01 mol-1" en el canal 2 de la Figura
5.5, se ensayaron varias velocidades de flujo comprendidas en un intervalo entre 0.8
y 2.5 ml'min”". Finalmente se seleccion6 aquel caudal que proporcionaba una mayor
sefial analitica para una concentracion de 5.0 ppm de fenol. Cabe destacar que
aunque la sefial quimioluminiscente se incrementaba a la velocidad de flujo de 2.5
ml'min”', se decidi6 no estudiar caudales més elevados para evitar problemas de

sobrepresion en el sistema.

Segun los resultados mostrados en la Figura 5.7, se selecciond como caudal

6ptimo para el HCI 0.8 ml'min™".
0,2000 -

0,1500

0,1000 -

Absorbancia

0,0500 -

0,0000 ‘ ‘ ‘ ‘
0,8 1,3 1,8 2.3 2.8

Caudal (ml'min™)

Figura 5.7: Optimizacion del caudal de HCI.
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5.3.2.2. Influencia del caudal de NaOH

A continuacion se estudio la influencia del caudal NaOH, que al actuar como
eluyente estaba implicado en la desorcion del fenol retenido en el reactor y por ello,

condicionaba el obtener una mayor o menor sefial analitica.

Para optimizar este parametro, se varié la velocidad de flujo de NaOH 0.1
moll" del canal 3 correspondiente al montaje descrito en la Figura 5.5, ensayandose
4 caudales distintos comprendidos entre 0.4 y 2.5 ml'min”, sin aumentar mas la
velocidad de flujo porque aparecian problemas de sobrepresion en el sistema. Los

resultados obtenidos en esta experiencia se muestran en la Figura 5.8.

0,2000 -

0,1500 ~

Absorbancia

0,1000 ‘ ‘
0,4 0,7 1,0 1,3 1,6 1,9 22 2,5
Caudal (ml'min™)

Figura 5.8: Estudio del caudal de NaOH.

Segun los resultados de la Figura 5.8, se selecciond como caudal 6ptimo 1.8
ml'min”', debido a que proporcionaba una mayor sefial analitica para 5.0 ppm y
permitia que el eluyente circulara libremente por el reactor sin provocar pulsaciones

ni variaciones en la velocidad de flujo.
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5.3.2.3. Influencia de la longitud y del diAmetro interno del reactor

El reactor utilizado, era un tubo de PTFE de 10.5 cm de longitud y 2.7 mm de
diametro interno que se rellenaba aspirando las particulas de resina, que se
encontraban en una suspension acida con ayuda de una trompa de vacio. Para evitar
la pérdida de resina en los extremos del reactor se ponia una pequefia cantidad de
lana de vidrio, pero esta se apelmazaba produciendo problemas de sobrepresion en el
sistema, por esta razon se decidi6 reemplazar el reactor de PTFE por una columna
cromatografica de vidrio de la casa Ommifit. Estas columnas constaban de dos
conectores, que permitian su facil incorporacion en linea al sistema por inyeccion en

flujo.

Para estudiar la influencia de la longitud y el didmetro interno, se disponia de
dos columnas cromatograficas que unicamente diferian en sus dimensiones, una de
5.0 cm de longitud y didmetro interno 2.6 mm y otra de 10.0 cm de longitud y

diametro interno 2.8 mm.

Con objeto de seleccionar la columna mas adecuada, se realizd un calibrado
con cada una de ellas. Para cada calibrado se ensayaron 4 concentraciones distintas
de fenol comprendidas entre 5.0 y 20.0 ppm. En la Tabla 5.3 se muestran los

resultados de los calibrados con sendas columnas.

Dimensiones del reactor Pendiente Ordenada en el origen r
Longitud 5.0 cm

0.0094 0.0017 0.9711
D.I. 2.6 mm
Longitud 10.0 cm

0.0139 0.0046 0.9972

D.I. 2.8 mm

D.I. (didmetro interno del reactor).

Tabla 5.3: Estudio de la longitud y el didmetro interno de la columna.
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Atendiendo al criterio de sensibilidad se seleccioné la columna de 10.0 cm de
longitud y 2.8 mm de didmetro interno, porque el calibrado presentaba una mayor

pendiente.

5.3.3. Ensayos en un nuevo montaje F.LA.

En el montaje F.ILA. descrito anteriormente el volumen de muestra
preconcentrado era constante. Si se queria trabajar con una mayor cantidad de
muestra la Unica solucion era aumentar el bucle de muestra, siendo necesarias unas
dimensiones muy elevadas. Por esta razon, se decidié realizar una modificacion del

montaje de la Figura 5.5.

En este nuevo montaje (Figura 5.9) el volumen de muestra preconcentrado
era controlado por el tiempo de preconcentracion y el caudal de paso de la misma a
través del reactor. Para cumplir este objetivo la valvula 1 y la valvula 2 estarian
conectadas, de forma que la primera valvula funcionaba como conmutador para
seleccionar entre dos flujos y en el bucle de muestra de la segunda valvula se

incorporaba el reactor en fase solida.

Para operar con este nuevo sistema y poder realizar un ciclo de
preconcentracion era necesario incorporar una nueva etapa de lavado con HCI, para
eliminar residuos de muestra no retenidos convenientemente en la columna. Las 4
etapas necesarias para un ciclo debian ser seguidas consecutivamente para obtener un
pico F.ILA. y al igual que ocurria en el montaje anterior los tiempos de cada etapa
eran controlados segun la posicién en que se encontraban las dos valvulas. Los

tiempos necesarios fijados para estas etapas se describen en la Tabla 5.4.
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Etapas Posiciones Valvulas Tiempo (minutos)
Acondicionamiento Vi-l1y V2-L 5
Preconcentracion V1-Ly V2-L 5

Lavado VIi-1y V2-L 2

Elucion Vi-1y V2-1 1*

*tiempo necesario para obtener un pico F.I.A. y restablecer la linea base.
V1: Valvula 1; V2:Valvula 2; L : Posicidn carga; I: Posicion inyeccion.

Tabla 5.4: Tiempos necesarios para la separacion-preconcentracion.

A continuacion, se detalla el funcionamiento de cada una de las valvulas en el

nuevo montaje que condicionaban cada una de las etapas del ciclo.

Acondicionamiento de la columna

- Vélvula 1: en posicion de inyeccion para que el HCI circulara a través del

reactor, acondicionando la columna.
- Véalvula 2: en posicion de carga para que el HCI fluyera por el reactor.

Preconcentracion-separacion

- Vélvula 1: en posicion de carga para que la muestra fluyera através del

reactor.

- Vélvula 2: se mantenia en posicién de carga para que el analito quedara

retenido en la columna.

Lavado

- Valvula 1: conmutaba a la posicion de inyeccion para que el HCI circulara

nuevamente por la columna eliminando interferencias.

- Vélvula 2: continuaba en posicion de carga para permitir la circulacion del

HCl por el reactor.
Elucién

- Vélvula 1: se mantenia en posicion de inyeccion.

- Vélvula 2: cambiaba a la posicion de inyeccion para que todo el fenol

adsorbido fuera eluido y confluyera posteriormente con la disolucioén de 4-

aminoantipirina.
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En la Figura 5.9 y en Tabla 5.5 se encuentra descrito el nuevo montaje asi

como variables quimicas y F.I.A. establecidas.

P
.I_“H..
Lw
2 . w1 A7
3 = V2
: MC
'c £
4 -
5_‘“~.

Figura 5.9: Nuevo montaje F.I.LA. empleado para el estudio de la etapa de
preconcentracion-separacion.

Canal 1: Disolucién de fenol en HC1 0.01 mol-1™ (HC1 0.01 mol-1” como blanco).
Canal 2: HC1 0.01 mol-I".

Canal 3: Eluyente (NaOH 0.10 mol-1™).

Canal 4: Disolucion reactiva.

Canal 5: Oxidante.

P: Bomba peristaltica.

V1, V2: Vilvulas de inyeccion.

C: Reactor (columna cromatografica) rellena de resina Amberlite XAD-4.

MC: Tubo de mezcla.

RC: Tubo de reaccion.

UV-V: Detector.

R: Recoleccion, tratamiento y presentacion de los resultados.

W: Desecho.
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Tipo de variable Variable Valor seleccionado
Quimica Canal 1: Muestra (fenol en HC10.01 mol-1™)
(Concentracién) Canal 2: HCI (mol-1™) 0.01
Canal 3: NaOH (mol‘l™") 0.10
Canal 4: 4-AATP (ppm) en tampdn pH 8.5 1000
Canal 5: K3Fe (CN)g (ppm) apH 11 2000
F.LA. Canal 1: Muestra (1) 1.8
(Caudales y Canal 2: ml'min”' 0.8
longitudes) Canal 3: ml'min”' 1.8
Canal 4: ml'min” 0.3
Canal 5: ml'min”' 0.3
(MC) cm 30.0
(RC) cm 60.0
Reactor en fase Longitud (cm) 10.0
solida (RFS) Didmetro interno (mm) 2.8

(1) En este nuevo montaje el caudal de muestra influia en la preconcentracion. En
principio se fijé en 1.8 ml'min™', pendiente de la posterior optimizacién.
Tabla 5.5: Composicion del nuevo sistema F.I.A para el estudio de la

preconcentracion.

Con este montaje F.I.A. se realizaron una serie de experiencias con el objeto
de estudiar otras variables que podian condicionar la etapa de preconcentracion-

separacion, siendo optimizadas por el método univariante.
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5.3.3.1. Influencia del tiempo de preconcentracion

Teniendo en cuenta la nueva disposicion del montaje F.I.A. descrito en la
Figura 5.9, el tiempo en el que la muestra se encontraba en el reactor condicionaba
que una mayor o menor cantidad de analito quedara retenido en la columna, por esta

razon se decidio estudiar la influencia de esta variable en la sefal analitica.

Para ello, en primer lugar se fij6 el caudal de muestra en 1.8 ml'min” y se
ensayaron 7 tiempos distintos de preconcentracion comprendidos entre 1 y 10
minutos. Los valores obtenidos en esta experiencia quedan detallados en la Figura

5.10.

0,5000+
0,4500
0,4000
0,35001 0,272
0,30001 0,254

0,2500
0,2000
0,1500
0,10001
0,0500
0,0000

Absorbancia

0,088

0,063 0,071

1 2 3 4 5 8 10

Tiempo (minutos)

Figura 5.10: Estudio del tiempo de preconcentracion.

Aunque las sefales analiticas obtenidas para una misma concentracion de 5.0
ppm de fenol fueran mas elevadas con tiempos de preconcentracion de ocho y diez
minutos, se decidi6 seleccionar un tiempo de cinco minutos, porque el incremento de
la sefial no compensaba el largo periodo de tiempo requerido para realizar un {nico

ciclo de preconcentracion.
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5.3.3.2. Estudio del caudal de muestra

Posteriormente se procedi6 a la optimizacion de la velocidad de flujo de la
muestra, que junto con el tiempo de preconcentracion eran variables determinantes

en la etapa de preconcentracion-separacion.

Par llevar a cabo esta experiencia se ensayaron 6 velocidades de flujo

. | .
comprendidas entre 0.6 y 3.0 mlmin~, de forma que la muestra circulaba
continuamente por el reactor durante el tiempo necesario para la preconcentracion,

fijado en 5 minutos, quedando retenido el fenol en la resina.

0,4000 -
& 0,3000 -
&
=
<
20,2000 -
2
=
< 0,1000 -
0,0000
0,6 1,1 1,5 2,0 2,6 3,0
Caudal (ml'mil ")

Figura 5.11: Estudio del caudal de muestra.

Segun los resultados mostrados en la Figura 5.11 se seleccion6 como caudal
6ptimo 3.0 ml'min”', ya que para una misma concentraciéon de 5.0 ppm de fenol se
obtuvieron sefales analiticas mas elevadas. Hay que destacar que con la nueva
columna no se podia incrementar mas la velocidad de flujo porque aparecian

problemas de sobrepresion en el sistema.
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5.3.3.3. Precalibrado

Con el sistema descrito en la Figura 5.9 y con los parametros fijados y
optimizados hasta el momento, se realizd un precalibrado de fenol desde 0.1 a 3.0
ppm, con el fin de seleccionar una concentracion adecuada de trabajo, ya que tras las

optimizaciones anteriores la sefial inicial se habia multiplicado por seis.

Se selecciond una concentracion de 3.0 ppm de fenol para continuar

trabajando.

5.3.3.4. Influencia del NaOH como eluyente

Con el propoésito de demostrar si el NaOH era capaz de desorber todo el
analito retenido en cada ciclo de preconcentracion-separacion y evitar la
contaminacion cruzada entre muestras, se penso en realizar en la misma sesion de
medida dos calibrados entre 0.1 y 3.0 ppm de fenol. Uno de menor a mayor
concentracion seguido de otro de mayor a menor, con la intencién de observar si las
sefiales obtenidas para cada concentracion en el segundo calibrado se modificaban

significativamente respecto a los valores correspondientes al primer calibrado.

0,160+
= 0,120- [] Calibrado de 0.0 a 3.0 ppm 0.097
= Il Calibrado de 3.0 a 0.0 ppm
<
2 0,080+
3
=

0,033 0,033
< 0,040
,004 0,005 0,005
0,000+

Blanco 0,1 0,5 1,0 3,0

Concentracion (ppm)

Figura 5.12: Estudio del poder de elucion del NaOH.

-171 -



Capitulo quinto

Como se puede observar la Figura 5.12, las sefiales obtenidas para cada uno
de los puntos del calibrado al efectuarlo en sentido inverso eran mayores que las

resultantes del calibrado realizado de menor a mayor concentracion.

Este aumento de la sefal era debido a que el NaOH presentaba una baja
afinidad por el fenol y no era capaz de desorber todo el analito retenido en la
columna, de forma que a medida que se realizaban inserciones la concentracion del

fenol presente en el reactor se incrementaba al igual que las absorbancias obtenidas.

5.3.3.5. Estudio de la concentracion del eluyente

Para mejorar la eficacia de la elucion, se decidié variar la concentracion de
NaOH, con objeto de encontrar la concentracion adecuada de eluyente que permitiera
desorber todo el analito retenido en el reactor, eliminando los efectos de la
contaminacion cruzada y de forma que aunque se aumentaran el nimero de
inserciones las sefiales obtenidas para una misma concentraciéon de analito fueran

reproducibles.

Con el montaje descrito en la Figura 5.9 y manteniendo constantes todas las
variables optimizadas hasta el momento, se ensayaron 4 concentraciones de NaOH
comprendidas entre 0.1 y 0.8 moll' y se calculd para cada una de las
concentraciones la desviacion estandar relativa para la media de una serie de 5 picos

F.ILA., obtenidos tanto para el blanco como para un patrén de 3.0 ppm de fenol.

Segun los resultados que se muestran en la Tabla 5.6 y atendiendo a criterios
de reproducibilidad, la concentracién éptima del eluyente era 0.8 mol-I"', pero sin
embargo las sefiales analiticas del blanco era mayores que las del propio patron, por
esta razon se descartd. Por otro lado, los valores de la desviacion estandar relativa
presentados para el NaOH 0.2 y 0.4 moll' eran muy proximos. Finalmente se

C 1., ., -1 .
decidio escoger como concentracion de eluyente 0.2 mol-1”, por presentar una mejor
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reproducibilidad para una serie de picos que el NaOH 0.1 mollI"', aunque las sefales

analiticas fueran mayores para esta concentracion de eluyente.

NaOH (mol-l™) C (ppm) Absorbancia dsr(%)
01 Blanco 0.0134 145.7
3.0 0.2167 27.4
02 Blanco 0.0178 10.2
3.0 0.0982 12.7
04 Blanco 0.0693 12.4
3.0 0.0834 11.0
08 Blanco 0.1056 11.5
3.0 0.0776 4.7

Tabla 5.6: Estudio de la concentracion de NaOH.

5.3.3.6. Estudio del tiempo de elucion

Una vez optimizada la concentracion del eluyente, se decidid estudiar el
tiempo necesario para que el NaOH 0.2 mol-I"' eluyera todo el analito retenido en el
reactor, para que posteriormente reaccionara con el ferricianuro potésico y la 4-
aminoantipirina 'y se formara el derivado coloreado, que era detectado

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 506 nm.

Para realizar esta experiencia, se mantuvieron constantes todas las variables

optimizadas y se ensayaron 4 tiempos de elucion comprendidos entre 1 y 6 minutos.

Al igual que en el estudio de la concentracion de eluyente, se calculd para
cada uno de los tiempos la desviacion estandar relativa para la media de una serie de
5 picos F.I.LA., obtenidos tanto para el blanco como para un patréon de 3.0 ppm de

fenol.

-173 -



Capitulo quinto

Teniendo en cuenta los resultados representados en la Tabla 5.7 y aunque la
reproducibilidad entre las muestras del patron de 3.0 ppm era mejor para 4 y 6
minutos, se seleccioné como Optimo un tiempo de elucion de 2 minutos, ya que las
sefales analiticas obtenidas para los tres tiempos eran del mismo orden y de esta

forma se reducia el tiempo necesario para realizar un ciclo de preconcentracion.

Tiempo (Minutos) C (ppm) Absorbancia media dsr(%)

1 Blanco 0.0164 243
3.0 0.0982 12.7

5 Blanco 0.0258 7.5
3.0 0.1041 7.5

4 Blanco 0.0230 10.3
3.0 0.1058 3.6
Blanco 0.0220 11.3

6 3.0 0.1050 3.5

Tabla 5.7: Estudio del tiempo de elucion.

5.3.4.Sistema F.I.A. optimizado para la preconcentracion-separacion por

absorcion en el UV-visible

De acuerdo con todos los resultados expuestos hasta el momento, la
configuracion definitiva del sistema F.I.A. para la determinacion de fenol por
absorcion en el ultravioleta-visible, fue la que se muestra en la Figura 5.13,
resumiéndose en la Tabla 5.8 las etapas y los tiempos necesarios para realizar un

ciclo de preconcentracion-separacion.

Etapas Posiciones Valvulas Tiempo (minutos)
Acondicionamiento Vi-l1y V2-L 5
Preconcentracion V1-Ly V2-L 5
Lavado V1-ly V2-L 2
Elucion Vi-1y V2-1 2

Tabla 5.8: Tiempos necesarios para la separacion-preconcentracion.
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:;; MC
¢ RC

4 -

P —

Figura 5.13: Sistema F.ILA. optimizado para la preconcentracion—separacion de
fenol.

Canal 1: Disolucién de fenol en HC1 0.01 (3.0 ml'min™).

Canal 2: HC1 0.01 mol-I"' (0.8 mI'min™).

Canal 3: Eluyente NaOH 0.20 moll" (1.8 mlI'min™).

Canal 4: 4-AATP 1000 ppm en tamp6n pH 8.5 (0.3 ml'min™).

Canal 5: K;Fe (CN)g 2000 ppm a pH 11 (0.3 ml'min™).

P: Bomba peristaltica.

V1: Vilvula de inyeccion.

V2: Valvula de inyeccion.

C: Reactor (10.0 cm de longitud y 2.8 mm de diametro interno) relleno de resina
Amberlite XAD-4.

MC: Tubo de mezcla (30.0 cm de longitud).

RC: Tubo de reaccion(60.0 cm de longitud).

UV-V: Detector.

R: Recoleccion, tratamiento y presentacion de los resultados.

W: Desecho.
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5.4. ESTUDIO DE LA REACCION QUIMIOLUMINISCENTE

5.4.1 Ensayos previos en flujo continuo

Dado que la intensidad de la sefial quimioluminiscente depende del tiempo
transcurrido desde el inicio de la reaccion®, se considerd conveniente que los
ensayos previos se realizaran midiendo a tiempo fijo y segun la relacién de los

caudales, en el sistema en flujo continuo representado en la Figura 5.14.

P
-I_HH-
£ i
2 — N D
R T
3 —~ -
4= = ||

L

W
Figura 5.14: Montaje en flujo continuo para los ensayos previos.
Canal 1: Disolucion acuosa de fenol (blanco, agua desionizada); Canal 2 y 3:
Disolucion para ajustar el medio de reaccion; Canal 4: Oxidante; P: Bomba
peristaltica; C: Celda de flujo; D: Detector (PMT: Tubo fotomultiplicador); W:

Desecho ; R: Recoleccion, tratamiento y presentacion de datos.

Hay que destacar que en todas las experiencias desarrolladas, la sefial
analitica expresada en pA se calculd por diferencia entre la que presentaba la

muestra y la generada por el blanco (agua desionizada por el canal 1).
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5.4.1.1. Estudio del sistema oxidante

Como se describid en el apartado 4.4 del capitulo cuarto (conectividad
molecular aplicada a la prediccion de quimioluminiscencia directa de fenoles y
polifenoles), el fenol era quimioluminiscente al reaccionar con KMnO4 en medio
acido, incrementandose la respuesta a una concentracion de 5.0x10” mol-1™. Con el
propésito de corroborar y completar los estudios efectuados sobre el sistema
oxidante, se decidi6é estudiar ademas del permanganato potasico otros oxidantes

fuertes a esta misma concentracion.

En medio 4cido sulfirico se ensayaron los siguientes oxidantes: Ce(IV),
KMnOy4, NalO4, K,S,0s, mientras que en medio hidréoxido sédico se probaron
K;3Fe(CN)s, H,O, 0.6%, H,O;, 0.6% + NaClO 0.2% y en medio tanto acido como
basico se testearon N-Bromosuccinimida y NaClO. Para poder estudiar la influencia
de la mezcla H,O,+ NaClO, fue necesario modificar el montaje descrito en la Figura
5.14, de forma que por el canal 1 circulaba la disolucion acuosa de analito, por el
canal 2 el oxidante, por el canal 3 y 4 las disoluciones de hipoclorito sédico y agua

oxigenada.

Este ensayo se llevdo a cabo con tres velocidades de flujo distintas, para
observar al mismo tiempo la influencia de la variacion de la sefial con el caudal. Los
caudales estudiados fueron 1.1, 2.3 y 3.5 ml'min”, manteniendo siempre todos los

canales a la misma velocidad de flujo.

Las concentraciones de las disoluciones acuosas empleadas para los ensayos
fueron de 5.0 ppm para el fenol, 1.0 mol'l"' tanto para el medio 4cido o basico y
5.0x10™ molI"" para los oxidantes, excepto para el NaClO y H,O,. Se considerd no
quimioluminiscente el fenol en aquellas condiciones donde la sefal analitica menos

el blanco era menor que dos veces el valor medio del ruido de fondo.
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En la Tabla 5.9 puede apreciarse que unicamente el permanganato potasico en
medio 4cido sulftrico producia una sefial quimioluminiscente apreciable, por ello se
seleccioné como oxidante del sistema analitico y a un caudal de 1.1 ml'min” para
todos los canales del montaje, debido a que las sefales analiticas alcanzadas a esta

velocidad de flujo eran ligeramente superiores.

. Medio Seiial (nA)
Oxidante 1

1.0 mol'l") [1.1 ml‘min™' {2.3 ml‘min™' {3.5 ml‘min”’
Ce(IV) * 5.0x10” mol-1"’ H,SO0, 0.0001 0.0000 0.0000
KMnO, 5.0x10 mol-1"’ H,SO, 0.0397 0.0344 0.0260
NalO, 5.0x10” mol-I"! H,S0, 0.0000 0.0000 0.0000
K,S,05 5.0x10~ mol 1" H,SO, 0.0001 0.0001 0.0002

N-Bromosuccinimida

3 | H,SO4/NaOH | 0.0000/0.0001 | 0.0000/0.0001 | 0.0001/0.0000
5.0x10” mol-I

NaClO 0.2 % H,SO4/NaOH | 0.0000/0.0001 [ 0.0000/0.0001 | 0.0000/0.0002
K;3Fe(CN), 5.0x10~ mol-1” NaOH 0.0000 0.0000 0.0000
H,0, 0.6% NaOH 0.0000 0.0000 0.0000
H,0, 0.6% + NaClO 0.2 % NaOH 0.0001 0.0000 0.0000
*Ce(NH4)2(NOs)e

Tabla 5.9: Estudio de diferentes sistemas oxidantes.

5.4.1.2. Influencia del caudal

A continuacion se decidi6 realizar un estudio mas amplio sobre la influencia
del caudal, pardmetro que condiciona la concentracion final del analito y que suele
ser critico debido a su influencia sobre el punto del sistema en flujo en el cual la
molécula excitada emite luz, y consecuentemente en la magnitud de la senal
analitica; con caudales elevados la emision se puede producir después de la celda de
flujo y con caudales bajos la emision puede tener lugar antes de la celda de flujo. El
caudal optimo es aquel en que toda la luz producida por la reacciébn quimica es

recogida por el tubo fotomultiplicador.

- 178 -



Determinacion de fenol en aguas con preconcentracion por quimioluminiscencia directa

Para estudiar la influencia de esta variable en la reaccion quimioluminiscente,
se ensayaron 5 velocidades de flujo comprendidas entre 0.13 y 4.70 ml'min” y se
decidio variar el caudal de los canales del montaje en flujo continuo de dos en dos y

finalmente los cuatro canales simultaneamente.

Por tanto, para llevar a cabo esta experiencia fueron necesarios tres estudios

independientes:

1. Estudio del caudal del medio y oxidante (Canales 3-4).
2. Estudio del caudal del analito y medio (Canales 1-2).
3. Estudio del caudal del analito, oxidante y medio (Canales 1-2-3-4).

1- Estudio del caudal del medio y oxidante (Canales 3-4)

En primer lugar, se fijo una velocidad de flujo de 2.3 ml'min”' (situada en la
zona intermedia del intervalo de caudales a estudiar) para el analito y el medio
(canales 1-2) que se mantenia constante durante todo el ensayo, mientras que se

variaba el caudal del medio y del oxidante (canales 3-4).

0,1600

0,1200

0,0800 -

Seial (pA)

0,0400 -

0,0000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

Caudal (ml-min'l)

Figura 5.15: Estudio del caudal del medio y del oxidante.
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Como se observa en la Figura 5.15, las sefales analiticas obtenidas para 5.0
ppm de fenol aumentaban al disminuir la velocidad de flujo, por ello se selecciond un

caudal de 0.13 ml-min” para el oxidante y el medio (canales 3-4).

2- Estudio del caudal del analito y medio (Canales 1-2)

En este ensayo, se varid el caudal en los canales 1-2 (analito-medio) y se
mantuvo constante el caudal del oxidante y medio al valor optimizado en el apartado
anterior (0.13 ml'min™"). Los resultados para las cinco velocidades de flujo estudiadas

entre 0.13 y 4.7 ml'min” se muestran en la Figura 5.16.

0,0000 - \ \ ! ! !
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

Caudal (ml-min'l)

Figura 5.16: Estudio del caudal del analito y del medio.

Seglin los resultados de la Figura 5.16, para una concentracion de 5.0 ppm de

fenol la mayor sefial analitica se obtuvo para un caudal de 2.3 ml-min™".
En este segunda experiencia se seleccionaron como condiciones Optimas: un

caudal de 0.13 mlmin™ para el oxidante y el medio (canales 3-4) y una velocidad de

flujo de 2.30 ml-min” para el analito y el medio (canales 1-2).
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3- Estudio del caudal del analito, oxidante y medio (Canales 1-2-3-4)

Finalmente, al igual que en los dos apartados anteriores se vario
simultaneamente el caudal de los cuatro canales del montaje en flujo continuo entre
0.13 y 4.7 ml'min”". La Figura 5.17 muestra los resultados obtenidos, en ella se puede
observar que al aumentar la velocidad de flujo la sefial analitica disminuia, por tanto

. r . -1
se selecciono un caudal de 1.1 ml-min™" para todos los canales.

0,0300 -
0,0250 -
0,0200 -
0,0150 -

Sefial (pA)

0,0100 -

0,0050 \ \ \ \ \
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

Caudal (ml-min'l)

Figura 5.17:Estudio del caudal para el analito, el oxidante y el medio de reaccion.

Una vez concluidos estos tres ensayos, se procedid a elegir cudl de las tres
condiciones optimizadas proporcionaba una mayor sefial analitica para una misma

concentracion de 5.0 ppm de fenol.

La sefial quimioluminiscente mas elevada se obtuvo en la segunda
experiencia donde las sefales analiticas se veian incrementadas en un 6.0% y un
82.7% respecto a las obtenidas en la experiencias primera y tercera respectivamente.
Por esta razon, para continuar el estudio de la reaccion quimioluminiscente se
seleccionaron las condiciones establecidas en el segundo ensayo:

- Caudal de analito y medio (canales 1-2) 2.3 ml-min™.

- Caudal de oxidante y medio (canales 3-4) 0.13 ml-min™.
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5.4.1.3. Influencia de la naturaleza del medio

Puesto que la sefial quimioluminiscente se producia en un medio acido, se
realizd una experiencia para determinar la influencia de distintos medios acidos en la
reaccion oxidativa. Con este proposito, se ensayaron los siguientes acidos: HySOy,
HNO;, H3PO4, HCIO,, todos ellos en concentracion 1.0 mol-1! y circulando por los
canales 2 y 3 del montaje en flujo continuo descrito en la Figura 5.14. Este ensayo se
realizd6 empleando una disolucion acuosa de fenol de 5.0 ppm y manteniendo
constantes todas las variables optimizadas hasta el momento. Los resultados

obtenidos quedan reflejados en la Figura 5.18.

0,2000

0,1540

0,16001
0,12001
0,08001

Senal (uA)

0,0400

0,0000-
H,SO4 HNO; HC104 H;POy4

Figura 5.18: Influencia de la naturaleza del medio acido.

Aunque sefal analitica mas elevada se obtuvo con H,SO4 1.0 mol-l'l, se
decidio estudiar la influencia de la concentracion de cada uno de los medios en la

reaccion quimioluminiscente.

Para realizar este estudio se ensayaron 5 concentraciones distintas de cada
uno de los medios comprendidas entre 0.5 y 6.0 mol-I"', empleandose una disolucién
acuosa de 5.0 ppm de fenol. Los resultados obtenidos se representan en la Figura

5.19.
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—&— Sulfiirico —®— Nitrico —&— Clorhidrico — X— Fosforico
0,6000 -
” 0,4000 ~
=
=
=
%]
@« (,2000 -
u
0,0000
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0

Concentracion medio (mol-l'l)

Figura 5.19: Variaciéon de la acidez en un intervalo de concentraciones

comprendido entre 0.5 y 6.0 mol-1".

Como se observa en la Figura 5.19, todos los acidos se comportaban de
manera similar, a medida que aumentaba la concentracion del medio las senales
analiticas se incrementaban; sin embargo para cualquier medio y concentracion, las

sefiales que ofrecia el acido sulftrico eran mucho mayores.

Por tanto, se seleccion6 como medio de reaccion para el desarrollo del nuevo
sistema analitico el &cido sulfirico y aunque a mayor concentracion la emision
quimioluminiscente era superior, se decidi6 emplear una disolucion de H,SO4 4.0
mol‘l”, para evitar en lo posible el deterioro de los tubos de bomba y trabajar en un

medio acido tan concentrado.
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5.4.1.4. Estudio de la concentracion de oxidante

El siguiente paso fue estudiar la influencia de la concentracion de oxidante en

el sistema quimioluminiscente.

Para realizar este ensayo fue necesario elegir el intervalo de concentraciones a
estudiar. Para ello se consideraron los resultados obtenidos en el estudio del
comportamiento de los fenoles y polifenoles frente al permanganato potdsico en
medio acido (apartado 4.4, capitulo cuarto), asi como los mostrados en otros trabajos
realizados anteriormente en este laboratorio en los que intervenian reacciones de

209,210,222
<5222 Entre todos estos

oxidacién quimioluminiscente de caracteristicas similares
datos se encontrd que las concentraciones que proporcionaban mejores resultados
fueron las comprendidas entre 1.0x10™ y 1.0x10? mol-l”, ensayandose entonces,
cinco concentraciones distintas de KMnQy situadas en este intervalo. Finalmente se

seleccionod una concentracion de 5.0x10~ mol1" (-logC= 2.3) para el KMnOj.

Los resultados de este estudio obtenidos para 5.0 ppm de fenol se pueden

observar en la Figura 5.20.

0,6000 -
0,5000 -

0,0000 ‘ ‘ ‘
2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

-logC (KMnO,) (mol-I'")

Figura 5.20: Influencia de la concentracion de oxidante.
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5.4.1.5. Precalibrado

Con el montaje descrito en la Figura 5.14, los caudales establecidos y las
variables quimicas establecidas (KMnOy4 5.0x10™ mol'l" y H,SO4 4.0 mol'l™) se
realizd un precalibrado de fenol desde 0.01 a 5.00 ppm, con el fin de observar la

sensibilidad alcanzada para pequefias concentraciones de analito.

Segun los resultados de la Figura 5.21, result6 ser lineal para el intervalo de
concentraciones estudiadas, pero las sefiales obtenidas para concentraciones
inferiores a 0.05 ppm eran préacticamente indistinguibles del blanco. A partir de este

momento, se selecciond 1.0 ppm de fenol como concentracion de trabajo.

0,600 -
y=0,0889x - 0,0114
_ R*=0,9954
< 0,400 -
2
3
'S
£ 0,200 -
0,000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
Concentracion (ppm)

Figura 5.21: Precalibrado de fenol entre 0.01-5.00 ppm.

5.4.1.6. Influencia de la temperatura

Posteriormente se estudio la influencia de la temperatura en la sefal analitica.
Para realizar esta experiencia se sumergieron 2.0 metros de PTFE en un bafio de agua
termostatado a la salida de cada una de las confluencias del canal 1-2 y del canal 3-4

correspondientes, al montaje en flujo continuo descrito en la Figura 5.14.
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Las temperaturas ensayadas fueron: 24.0°C (ambiente), 40.0°C, 60.0°C y
80.0°C sin aumentar mas la temperatura para evitar el posible desprendimiento de
burbujas, al estar el sistema a temperaturas proximas a la de ebullicion, estudiandose

con cada una de estas temperaturas diversas combinaciones:

-Combinacion 1: Todos los canales a temperatura ambiente.
-Combinacion 2: Canales 1-2 a 24.0°C y 3-4 calientes.
-Combinacion 3: Canales 1-2 calientes y canales 3-4 a 24.0°C.

-Combinacion 4: Todos los canales calientes.

Temperatura (°C) Combinacion Senal (nA)
24.0 1 0.0676
2 0.0767
40.0 3 0.0957
4 0.0999
2 0.0785
60.0 3 0.1189
4 0.1226
2 0.0886
80.0 3 0.1374
4 0.1434

Tabla 5.10: Estudio de la influencia de la temperatura.

Como se observa en al Tabla 5.10, las sefiales analiticas mas elevadas para
una concentracion de 1.0 ppm de fenol se obtuvieron para las combinaciones 3y 4 a
una temperatura de 80.0°C, y aunque la intensidad quimioluminiscente era
ligeramente superior al calentar todos los canales, se decidid con el objeto de
simplificar el sistema, calentar exclusivamente a 80.0°C los canales 1 y 2,
correspondientes al analito y al medio del montaje en flujo continuo de la Figura 5.14

(combinacion 3).
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5.4.1.7. Influencia de la presencia de sensibilizadores

En numerosas reacciones quimioluminiscentes™****'®*!7 descritas en la
bibliografia se han utilizado compuestos fluoréforos como sensibilizadores. Estas
especies actuian como aceptores de energia y convierte los métodos
quimioluminiscentes directos en indirectos, ya que el producto de reaccidon no es
quien emite la luz, si no que transfiere su energia al sensibilizador que al volver a su

estado fundamental es el responsable de la emision final.

Las sustancias sensibilizadoras ensayadas fueron: sulfato de quinina, acido
foérmico, 8-hidroxiquinoleina (oxina), sulfito sodico, naranja de acridina, y rodamina

B.

La influencia de la presencia de los sensibilizadores se realizd6 manteniendo
constantes las variables optimizadas hasta el momento y en montaje en flujo
continuo descrito en la Figura 5.14, al que se le incorporaron dos metros de tubo de
PTFE a la salida de la confluencia del canal 1-2 para calentar el analito y el medio de

reaccion que confluye con el mismo.

Los sensibilizadores se estudiaron introduciéndolos en el sistema en flujo de

tres modos distintos:

1) Por el canal 2 disueltos en H,SO4 4.0 mol1" que confluye con el analito.
2) Por el canal 3 disueltos en H,SO4 4.0 moll’ que confluye con el
oxidante.

3) Porel canal 2 y 3.
El acido formico se probo a una concentracion de 1.0 mol-lI"' y los restantes

compuestos a una concentracién 1.0x10” mol'l". En la Figura 5.22 pueden

observarse los resultados.
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1,8000- M Canal 2 O Canal 3 O Canal 2-3

Sefial (uA)

Figura 5.22: Estudio de la influencia de los sensibilizadores.

A continuacidon, se compararon las sefiales analiticas obtenidas para una
concentracion de 1.0 ppm de fenol en presencia de sensibilizador con la de referencia
(sin sensibilizador), descartandose el sulfito sodico y el naranja de acridina porque la

sefal analitica disminuia respecto a la de referencia.

Con el fin de seleccionar el sensibilizador méas adecuado para el desarrollo del
nuevo sistema quimioluminiscente, se determin6 para cada uno de los fluoréforos el
cociente entre la sefial analitica de 1.0 ppm de fenol y el blanco (agua desionizada

por el canal 1).
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Este cociente, se calculo para las tres maneras de introducir el sensibilizador

en el montaje en flujo continuo.

Sefial (pA)

Sensibilizador Canal Sefal/Blanco
Blanco 1.0 ppm
Referencia (sin sensibilizador) 0.0062 0.1579 25.4
2 0.1151 0.4435 3.8
Sulfato de quinina 3 0.0225 0.2559 11.3
2y3 0.0778 0.1947 2.5
2 2.6570 2.8420 1.0
8-hidroxiquinoleina (oxina) 3 0.0020 0.1496 74.8
2y3 2.7280 2.7300 1.0
2 0.0500 1.1754 23.5
Acido formico 3 0.0080 0.2638 32.9
2y3 0.0960 0.6755 7.0
2 3.3787 6.7529 2.0
Rodamina B 3 0.0120 0.0140 1.1
2y3 0.0860 0.0800 0.9

Tabla 5.11: Ensayos sobre la sensibilidad del proceso con los sensibilizadores.

Considerando los resultados obtenidos en la Tabla 5.11, se descartaron el
sulfato de quinina y la rodamina B, porque el cociente para las tres formas ensayadas
de introducir el sensibilizador en el montaje era menor que el obtenido en ausencia
de fluordforo. Finalmente, se seleccionaron la oxina y el 4cido formico, disueltos en
el medio que confluye con el oxidante (canal 3) por incrementar en un 194.4% y un
29.5% respectivamente el cociente respecto al obtenido sin sensibilizador; también se
selecciono el 4cido formico disuelto en el medio que confluye con le analito (canal 2)
aunque el valor del cociente disminuia en un 7.5% respecto al de referencia, ya que

las intensidades quimioluminiscentes obtenidas en estas condiciones eran elevadas.
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Tras esta preseleccion, se decidid variar la concentracion del acido formico y
de la oxina con el propodsito de encontrar una concentraciéon que favoreciera el

incremento de la sefal analitica para 1.0 ppm de fenol.

Para la oxina disuelta en el medio (canal 3) se ensayaron cinco
concentraciones de sensibilizador comprendidas entre 1.0x10™* y 1.0x10 mol‘l”,
mientras que para el acido formico disuelto en el H,SO4 4.0 mol-1" del canal 2 y del
canal 3 se estudiaron siete concentraciones comprendidas entre 0.1 y 8.0 mol-1™”,
incluyendo en ambos estudios un ensayo sin sensibilizador, que sirvidé de senal de

referencia.

En al Figura 5.23, se representan los resultados obtenidos en el estudio de la
influencia de la concentracion de oxina en el canal 3. Seleccionandose como
concentracion 6ptima de sensibilizador 5.0x10™ molI" (-logC= 2.3) al obtenerse en

estas condiciones una mayor sefial analitica.

0,3000 -
<
=
= 0,2000 -
=
2
n
0,1000 I I I I I I I 1

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

-logC Oxina (mol-l'l)

Figura 5.23: Estudio de la concentracion de oxina en el canal 3.
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En la Figura 5.24, quedan reflejados los resultados del estudio de la variacion

de la concentracion de acido formico en el medio H>SO4 4.0 mol-1"! del canal 2 y 3.

1,4000 - —o— Canal 3 —#— Canal 2

0,0000 [ I I I I I I I 1
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0

Concentracion HCOOH (mol-I'")

Figura 5.25: Estudio de la concentracion de HCOOH en el canal 2 y 3.

Como se puede observar en la grafica, las sefiales quimioluminiscentes eran
mucho mayores al confluir el sensibilizador con el analito (canal 2) que con el
oxidante (canal 3). Por ello, se decidi6 introducir el acido férmico 4.0 mol-1” junto

con el medio H,SO4 4.0 mol-1” por el canal 2 que confluye con el analito.

Por ultimo, para seleccionar definitivamente el sensibilizador para el
desarrollo del nuevo sistema quimioluminiscente, se realiz6 un calibrado de fenol
para concentraciones bajas, comprendidas entre 0.001-10.000 ppm con la oxina y el
acido formico a las condiciones seleccionadas. Ademds, se incluyd en este
experiencia un calibrado en ausencia de sensibilizador con el objeto de determinar si
la presencia del mismo reportaba mejoras en cuanto a la sensibilidad y al limite de

deteccion alcanzado.

- 191 -



Capitulo quinto

Calibrado Pendiente Ordenada en el origen r

Sin sensibilizador 0.1622 -0.0085 0.9997
Oxina (5.0x10™ mol-I'") 0.1457 0.0369 0.9659
Ac. formico (4.0 mol-1™) 0.6463 0.2364 0.9596

Tabla 5.12: Eleccion del sensibilizador.

Teniendo en cuenta los resultados de la Tabla 5.12, se descart6 la oxina por
presentar una menor sensibilidad que en ausencia del sensibilizador y se selecciond

definitivamente el HCOOH 4.0 mol-1'".

La composicion preliminar del montaje en flujo continuo descrito en la

Figura 5.14 fue la siguiente:

Canal Disoluciones Caudal (mlmin™")
1 Disolucién acuosa de fenol (80.0°C) 2.30
2 H>S04 4.0 mol-I"! + HCOOH 4.0 mol-1"(80.0°C) 2.30
3 H,S0,4 4.0 mol-1” 0.13
4 KMnO, 5.0x10” mol-" 0.13

Tabla 5.13: Composicion preliminar del sistema en flujo continuo.

5.4.1.8. Reoptimizacion de la concentracion del oxidante y del caudal

Se decidid volver a estudiar estas dos variables, ambas criticas en los sistemas
quimioluminiscentes, con el proposito de encontrar unas nuevas condiciones que
favorecieran la estabilidad de la linea base. Realizandose para cada una ellas, dos
estudios independientes con el montaje en flujo continuo descrito en la Figura 5.14

en presencia y en ausencia de sensibilizador.
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Para llevar a cabo este experiencia, se dejaron circular en continuo las
disoluciones durante un periodo de tiempo de 1 hora y se calculo la reproducibilidad
entre la serie de medidas, obtenidas en ausencia de analito (canal 1, agua

desionizada).

1- Estudio del caudal del oxidante v del medio (canales 3-4)

En este ensayo se mantuvo constante el caudal en los canales 1 y 2 a una
velocidad de flujo de 2.3 ml'min” y se ensayaron 5 caudales distintos comprendidos
en un intervalo de 0.13 a 4.6 ml'min”". Calculandose la desviacién estandar relativa

entre las medidas obtenidas en flujo continuo con y sin sensibilizador.

. dsr(%)
Caudal (ml'min™)
Sin sensibilizador Con sensibilizador
0.13 2.7 19.8
1.10 3.7 19.5
2.30 4.1 6.7
3.50 32 3.6
4.60 1.2 6.5

Tabla 5.14: Estudio del caudal del oxidante y el medio (canales 3-4).
Segtn los resultados la Tabla 5.14, la estabilidad de la linea base mejoraba
para un caudal de 3.5 ml'min” en presencia del sensibilizador y 4.6 ml'min” en

ausencia del mismo, al mostrar una mejor reproducibilidad entre las medidas.

2-Estudio de la concentracion de oxidante

Una vez optimizadas las velocidades de los canales del montaje en flujo
continuo, se ensayaron 5 concentraciones de KMnO, comprendidas entre 1.0x10™ y

1.0x10™ mol'l" y se calculé la desviacion estandar relativa entre las medidas.
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| dsr(%)
KMnOy4 (mol‘l™)
Sin sensibilizador Con sensibilizador
1.0x10™ 6.8 3.0
5.0x10™ 12.0 6.6
1.0x107 8.9 6.4
5.0x107 21.9 7.8
1.0x107 30.4 12.7

Tabla 5.15: Estudio de la concentracion de oxidante.

La concentracion de oxidante seleccionada en el ensayo, en ausencia y en

. oy eqe 4 -1 ..
presencia de sensibilizador fue, 1.0x10™ mol:l", por presentar en estas condiciones

una mejor reproducibilidad.

Finalizados los ensayos previos en flujo continuo, se establecieron dos

configuraciones distintas del montaje en flujo de la Figura 5.14, descritas en la Tabla

5.16.
C Sin sensibilizador Con sensibilizador
Disoluciones Q (ml‘min™") | Disoluciones Q (ml'min™)
1 Disolucion acuosa fenol 73 Disolucion acuosa fenol 73
(80°C) ’ (80°C) '
H.SO; 4.0 moll' +
2 | H,S0,4 4.0 mol-1'(80 °C) 2.3 HCOOH 4.0 mol-1! 2.3
(80. °C)
3 |H.S04 4.0 mol'l” 4.6 H,S0, 4.0 mol-I” 3.5
4 |KMnO, 1.0x10™* mol‘l" 4.6 KMnO, 1.0x10™* mol‘I"’ 3.5

C: Canal; Q: Caudal.

Tabla 5.16: Composicion final del montaje en flujo continuo en presencia o en

ausencia del sensibilizador.
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5.4.2. Ensayos en un sistema F.LA.

El siguiente ensayo estuvo encaminado a adecuar las variables fisico-
quimicas a un sistema F.I.A. de cuatro canales, de tal manera que en la celda se
mantuviesen las concentraciones de reactivos preoptimizadas en el sistema en flujo

continuo. El montaje F.I.A. se muestra en la Figura 5.26.

4_"‘“-.

C
-
FMT
3_“‘&
H

|

W

Figura 5.26: Montaje F.I.A. de cuatro canales.

Canal 1: Muestra; Canal 2: Portador Canal 3: Medio que confluye con el oxidante;
Canal 4: Oxidante; P: Bomba peristaltica; V: Valvula de inyeccion; L: bucle de
muestra ; B: Bafio termostatado a 80°C; C: Celda de flujo; D: Detector (PMT: Tubo
fotomultiplicador); R: Recoleccion, tratamiento y presentacion de resultados; W:

Desecho.

Segun los resultados obtenidos en los ensayos en flujo continuo, los
parametros fisico-quimicos variaban si se incluia el sensibilizador o no en el sistema
(Tabla 5.16). Por esta razén, la variables quimicas y F.ILA. para el montaje en
inyeccion en flujo para ambas configuraciones eran distintas. En la Tabla 5.17 se
detallan las wvariables del montaje F.I.A. en presencia o en ausencia del

sensibilizador.
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Volumen de muestra (L): 1.6 ml

Reactor: 2 metros (80.0°C)

Variables Sin sensibilizador Con sensibilizador
Canal 1: Fenol en H,SO4 2.0 Canal 1: Fenol en H,SO4 2.0
mol-I" mol-I"! + HCOOH 2.0 mol-1"

Quimicas Canal 2: H,S0, 2.0 mol-l'j Canal 2: H,SO, 2.(1) mol-I"" +
Canal 3: H,SO4 4.0 mol-I" HCOOH 2.0 mol-I
Canal 4: KMnO; 1.0x10” mol'1" | Canal 3: H,SO4 4.0 mol-1”

Canal 4: KMnO; 1.0x10™* mol-1"
Canal 2: 4.6 ml'min” Canal 2: 4.6 ml'min™
Canal 3: 4.6 ml'min” Canal 3: 3.5 ml'min”
F.LA. Canal 4: 4.6 ml'min”’ Canal 4: 3.5 ml'min”

Volumen de muestra (L): 1.6 ml

Reactor: 2 metros (80.0°C)

Tabla 5.17:Composicion del montaje F.I.A. descrito en la Figura 5.26.

5.4.2.1. Pruebas preliminares en un sistema F.I.A.

Con el objetivo de decidir definitivamente la composicién del montaje F.ILA.
y si era necesario el sensibilizador para incrementar la sensibilidad del método y
mejorar el limite de deteccion, se realiz6 un calibrado de fenol entre 0.01 y 1.00 ppm,
para cada una de las composiciones del montaje F.I.A. descritas en la Tabla 5.17. Los

resultados de sendos calibrados se recogen en la Tabla 5.18.

2

Composicion Pendiente Ordenada en el origen r
Sin sensibilizador 0.0291 0.0045 0.9539
Con sensibilizador 0.7696 0.0864 0.9303

Tabla 5.18: Resultados de los calibrados con las composiciones del montaje F.I.A.

Como se muestra en la Tabla 5.18, la pendiente del calibrado obtenida en

presencia del 4cido formico fue mas elevada que en ausencia del sensibilizador.

- 196 -



Determinacion de fenol en aguas con preconcentracion por quimioluminiscencia directa

Sin embargo se decidid realizar mas ensayos, para seleccionar aquella

composicion F.ILA. que permitiera determinar cantidades mas pequefias de analito.

Con el objeto de aumentar la sefial quimioluminiscente, se pens6 en calentar a
la misma temperatura que la muestra-portador, el oxidante y el H,SO4 4.0 moll"' que
confluia con el mismo. Para ello se sumergieron 2.0 metros de PTFE en un bafio
termostatado a 80.0 °C a la salida de la confluencia del canal 3-4. Para esta
experiencia se realizaron tres calibrados, un calibrado para cada una de las
composiciones del montaje F.I.LA. (Tabla 5.17) y otro mas con sensibilizador, pero
con los tres canales a la misma velocidad de flujo fijada en 4.6 ml'min™'. Estos

calibrados se obtuvieron para un intervalo de concentraciones entre 0.001 a 1.000

ppm de fenol.
Composicion Pendiente Ordenada en el origen r
Sin sensibilizador 0.1019 0.0028 0.9959
Con sensibilizador 2.6165 0.1956 0.9780
Con sensibilizador (4.6 ml'min™) 2.9644 0.1828 0.9862

Tabla 5.20: Resultados de los calibrados con las composiciones del montaje F.I.A.

Como muestran los resultados de Tabla 5.20, la pendiente del calibrado
obtenida en presencia del sensibilizador con todos los canales a la misma velocidad
de flujo era muy superior que en ausencia del 4cido férmico y un 11.7% mas elevada
que cuando el caudal del portador diferia respecto al del oxidante y medio. Por ello, y
con el propdsito de mejorar la sensibilidad del método se selecciond el montaje
F.ILA. descrito en al Figura 5.26 incluyendo el sensibilizador, todos los canales a una

temperatura de 80.0°C y a un caudal de 4.6 ml'min".
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5.4.2.2. Influencia de la presencia de agentes tensoactivos

Los medios organizados (normalmente agentes tensoactivos) pueden
aumentar la intensidad de la emision quimioluminiscente®>****'%3'° debido a que
protegen el analito de su entorno y evitan la pérdida de energia en otras formas
distintas a la de emision. Por este motivo se ensayaron distintos tipos de
tensoactivos: sodio dodecilsufato (SDS) (anidnico), cloruro de hexadecilpiridinio
(HD) (catiénico) y f-ciclodextrina que no es un tensoactivo en sentido estricto pero
que, dadas sus caracteristicas estructurales, actia como un medio organizado al
capturar solutos en el interior de las asociaciones moleculares anulares que forma en

disolucion.

Dichos compuestos, se ensayaron a concentraciones ligeramente superiores a
las respectivas concentraciones micelares criticas’>*>*', 1 mmol-I"' (HD), 10 mmol-l"
(SDS) y 2 mmol‘l" (B-ciclodextrina) y se introdujeron en sistema F.I.A. por el canal
1 (disueltos con la muestra), por el canal 2 (disueltos en el portador) y mediante los

canales 1y 2 (disueltos en la muestra y en el portador).

El estudio de la influencia de la presencia de estos compuestos en la senal
quimioluminiscente se efectu6 para tres concentraciones distintas de fenol,
incluyendo un ensayo sin tensoactivo que sirvid de sefial de referencia. La adicion de
tensoactivos no influy6 de forma positiva en la reaccidon quimioluminiscente,
disminuyendo las sefal analitica respecto a la de referencia para todas las
combinaciones y con todas las concentraciones ensayadas. Considerando, pues, estos

hechos no se incluyeron tensoactivos en el sistema quimioluminiscente.
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5.4.2.3. Optimizacion de la concentracion de sensibilizador, HCOOH

Por ultimo, se procedid a optimizar mediante el método univariante la
concentracion de acido formico en la muestra y en el portador, variando
simultdneamente dicha concentracion en ambos canales (1 y 2, Figura 5.26). Para
llevar a cabo este estudio, se realizaron calibrados para siete concentraciones de fenol
comprendidas entre 0.01 y 50.00 ppb. Las concentraciones ensayadas de HCOOH y

las ecuaciones de calibrado obtenidas se muestran en la Tabla 5.21.

C (HCOOH) (moll™) Ecuacién recta r
1.0 S=0.0046C+0.0150 0.9937
2.0 S=0.0072C+0.0103 0.9816
4.0 S=0.0069C+0.0178 0.9919

S: Seiial (LA), C: Concentracion (ppb).
Tabla 5.21: Optimizacion de la concentracion de HCOOH en la muestra y en el

portador.

Considerando la pendiente de las rectas, la concentracion de sensibilizador
optima era 2.0 moll”', pero en estas condiciones al igual que a una concentraciéon de
HCOOH 4.0 mol'l"", se observaba una pequefia deriva de la linea base. Por ello, se

seleccioné una concentracion 1.0 mol-1'de HCOOH.
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5.4.3. Sistema F.I.A. optimizado para la reaccion quimioluminiscente

La configuracion definitiva del sistema F.I.A. para la determinacion de fenol

por quimioluminiscencia directa , fue la que se muestra en al Figura 5.30.

c
-
FMT
3_“‘“~.
H

L

W
Figura 5.30: Configuracion definitiva del sistema F.I.A.

Canal 1: Disolucion de fenol en H,SO4 2.0 mol-l'l; HCOOH 1.0 mol-1™.
Canal 2: Portador: H,SO4 2.0 mol-1"'; HCOOH 1.0 mol'lI"' (4.6 ml'min™).
Canal 3: Disolucion de H,SO4 4.0 mol 1! (4.6 ml-min'l).

Canal 4: Disolucién de KMnOy 1.0x10™* mol-1" (4.6 ml'min™).

P: Bomba peristaltica.

V: Valvula de inyeccion.

L: Volumen de muestra insertado 1600 pl.

B: Baio termostatado a 80.0°C.

C: Celda de flujo en espiral.

D: Detector (PMT: Tubo fotomultiplicador).

R: Recoleccion, tratamiento y presentacion de los resultados.

W: Desecho.
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5.5. ESTUDIO DE LA PRECONCENTRACION-SEPARACION CON
DETECCION QUIMIOLUMINISCENTE

La tercera etapa del presente trabajo consistid, en acoplar el montaje F.ILA.
optimizado para la determinacion de fenol por quimioluminiscencia directa, como
reaccion de derivatizacion del montaje por inyeccion en flujo desarrollado para la

preconcentracion-separacion del fenol.

De esta forma, surge un nuevo método analitico que permite realizar una
determinacion selectiva de fenol en aguas mediante preconcentracion-separacion en
un sistema F.ILA. con deteccion quimioluminiscente, automatizdndose en un solo
montaje tres objetivos:

» Pretratamiento de la muestra que permite eliminar interferentes de la

matriz y aumentar la selectividad del método.

> Preconcentracion del analito para favorecer la sensibilidad.

» Mejora del limite de deteccion a nivel de ppb, que facilita la

determinacion de fenol en aguas residuales, superficiales o de
abastecimiento publico, donde se pueden encontrar a concentraciones

muy bajas o a nivel de trazas.

El nuevo sistema F.I.A. fruto de la combinaciéon de los montajes optimizados
en el apartado 5.3 y 5.4 (Figuras 5.13 y 5.30), fue el que se detalla a continuacién en
la Figura 5.31, asi mismo en la Tabla 5.22 se describen las etapas y los tiempos

necesarios para realizar un ciclo de preconcentracion-separacion.

Etapas Posiciones Valvulas Tiempo (minutos)
Acondicionamiento Vi-l1y V2-L 5
Preconcentracion V1-Ly V2-L 5
Lavado VI-1y V2-L 2
Elucion Vi-1y V2-1 2

Tabla 5.22: Tiempos necesarios para la separacion-preconcentracion.
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Figura 5.31: Montaje F.I.A. con preconcentracion y deteccion quimioluminiscente.

Canal 1: Disolucién acuosa de fenol (3.0 ml'min™).

Canal 2: HC1 0.01 mol-1" (0.8 mlI'min™).

Canal 3: Eluyente NaOH 0.20 moll"" (1.8 ml'min™).

Canal 4: Disolucién H>SO4 2.00 mol1"'; HCOOH 1.00 moll"" (4.6 ml'min™).
Canal 5: Disolucion de H,SO4 4.00 mol 1! (4.6 ml-min'l).

Canal 6: Disolucién de KMnOy4 1.00x10™ moll" (4.6 ml'min’™).

P: Bomba peristéltica.

V1: Valvula de inyeccion.

V2: Vilvula de inyeccion.

C: Reactor (10.0 cm de longitud y 2.8 mm de diametro interno) relleno de resina
Amberlite XAD-4.

B: Baio termostatado a 80.0°C.

C: Celda de flujo en espiral.

D: Detector (PMT: Tubo fotomultiplicador).

R: Recoleccion, tratamiento y presentacion de los resultados.

W: Desecho.
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5.5.1. Ensayos preliminares en el sistema F.I.LA. con preconcentracion y

deteccion quimiolumiscente

5.5.1.1. Reoptimizacion del caudal del eluyente

En primer lugar, se procedi6 a reoptimizar mediante el método univariante el
caudal de NaOH, que aunque ya habia sido optimizado en la ectapa de
preconcentracion-separacion, era un parametro de suma relevancia en la
preconcentracion, y condicionaba el obtener una mayor o menor sefial analitica, al

ser el responsable de la desorcion del fenol retenido en el reactor.

Para la reoptimizacion de esta variable, se varié el caudal del canal 3
correspondiente al montaje descrito en la Figura 5.31 entre 0.6 y 3.0 ml'min”". Este
intervalo se selecciond teniendo en cuenta para que velocidades de flujo se habian
obtenido mayores sefales analiticas en los estudios previos sobre la
preconcentracion-separacion y teniendo presente que no se podia aumentar mas el

caudal porque se generaban problemas de sobrepresion en el sistema.
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Figura 5.32: Reoptimizacion del caudal de eluyente.

Segun los resultados de la Figura 5.32, se seleccion6 como caudal 6ptimo 1.8

ml'min”, ya que proporcionaba una mayor sefial analitica para 10.0 ppb de fenol.
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5.5.1.2. Estudio de posibles montajes F.I.A.

La siguiente experiencia estuvo encaminada a encontrar una configuracion
F.ILA. 6ptima, que permitiera obtener una mayor sensibilidad y que fuera capaz de

discriminar con éxito entre pequefias diferencias en la concentracion de analito.

Se ensayaron tres montajes que diferian en los parametros quimicos de la
deteccion, de forma que en la celda de flujo se mantuvieran las concentraciones de
los reactivos anteriormente optimizadas y descritas en el montaje de la Figura 5.31,
que surge de la combinacion de los sistemas optimizados para la etapa de
preconcentracion-separacion y para la reaccion quimioluminiscente. En la Figura

5.33 y 5.34 se detallan los tres montajes estudiados.

Primer Montaje F.I.A.
P
Muestra
3 L W
HCI0.01 M V1 A /7
0.8 B
NaOH 0.20 M Vo
1.8 ] ¢ D
HCOOH 047 M @ C
H,S0,2.40 M '
456
KMnO, 3.60x10°M 46 /\NV\/ H
Q [ml/min] \,l;,nl'

Figura 5.33: Primer montaje F.L.A.

Q: Caudal (mlI'min™"); P: Bomba peristaltica; V1 y V2: Valvulas de inyeccion; C:
Reactor; B: Bafio termostatado a 80°C; C: Celda de flujo en espiral; D: Detector
(PMT: Tubo fotomultiplicador); W: Desecho.
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Segundo Montaje F.I.A.
P
Muestra
3 l/ -
HC10.01 M P
0.8
NaOH 0.20 M
V2 B
18
HCOOH 0.95 M @ C - -+
H,S0,4.78 M D
[
KMnO, 7.00x 10° M
46
Q [ml/min) ‘l‘/
W
Tercer Montaje F.1.A.
P
Muestra C
3
W
HC10.01 M C, \nJ\l///’
0.8
NaOH 0.20 M C;
B

V2
HCOOH 0.95 M 18 | ( : )
H,80,2.78 M C, c - 11 €
456
KMnO,7.00x 10°M  C; .

H,S042.00 M 46
H

’

Q [mlfmin]

Figura 5.34: Segundo y tercer montaje F.I.A.
Q: Caudal (ml'min™); Cx: Canal; P: Bomba peristltica; V1 y V2: Valvulas de
inyeccion; C: Reactor; B: Bafio termostatado a 80°C; C: Celda de flujo en espiral; D:

Detector (PMT: Tubo fotomultiplicador); W: Desecho.
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Con el proposito de comparar las sensibilidades obtenidas con cada
configuracion y teniendo en cuenta los tiempos y las etapas necesarias para llevar a
cabo un ciclo de preconcentracion-extracion (Tabla 5.22). Se realiz6 con cada uno de
los montajes propuestos un calibrado para cinco concentraciones de fenol
comprendidas entre 0.01 y 50.00 ppb. A continuacién en la Tabla 5.23 se muestran

los resultados de esta experiencia.

Montaje Pendiente Ordenada en el Origen r
1 0.0040 0.0117 0.9967
2 0.0068 0.0051 0.9990
3 0.0055 -0.0015 0.9979

Tabla 5.23: Resultados de los calibrados para los tres montajes F.I.A.

A partir de los resultados de la Tabla 5.23 y atendiendo al criterio de

sensibilidad se descarto el primer montaje F.I.A.

Para seleccionar entre el segundo y tercer sistema, fue necesario estudiar la
estabilidad en el tiempo del KMnOy4 en acido sulftrico (canal 5, Figura 5.34), ya que
favorecido por el calor, el oxidante en medio 4cido podria reaccionar con la materia
organica presente en la disolucion y formar un precipitado de MnO; que pudiera

interferir en la sefial analitica.

Para llevar a cabo este experiencia se obtuvieron durante aproximadamente 4
horas, una serie de 17 inserciones consecutivas de fenol 1.0 ppb y se calculo
reproducibilidad entre la sefiales analiticas. Los resultados fueron satisfactorios, una
dsr= 7.1%, por tanto, se podia afirmar que el oxidante en medio 4cido era estable

durante un periodo de medida considerable.
Finalmente y tras haber estudiado la estabilidad del KMnQOy4 preparado en

medio acido sulfurico, se seleccioné el tercer montaje para la determinacion de fenol

en aguas, que aunque presentaba una menor pendiente del calibrado respecto al
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segundo montaje, y teniendo en cuenta las caracteristicas de peligrosidad del acido
sulfurico, se evitaba de esta manera, el trabajar con un medio 4cido tan concentrado

que podria acarrear problemas técnicos en lo sucesivo.

5.5.2. Reoptimizacion de las variables experimentales

Una vez seleccionado el sistema F.ILA. (Figura 5.34; tercer montaje), se
procedid a reoptimizar las variables quimicas y algunas variables F.I.A. mediante el
método univariante. En la Tabla 5.24 se muestran las variables, los intervalos
estudiados, asi como los pardmetros seleccionados para cada una de ellas, hay que

destacar que en todos los casos se obtuvieron las sefales analiticas para 10.0 ppb de

fenol.

Variable Intervalo estudiado  Valor seleccionado

Caudal de los canales 4-5 3.5-5.4 ml-min”’ 5.4 ml'min”

Concentracion de oxidante 2.5x107°-2.5x10™ mol-1I"! 5.0x107° mol 1!

Concentracion de H,>SO; en el | .
2.0-3.0 mol-I" 2.5 mol-I’

canal 5

Concentracion de H>SO; en el . .
1.2-3.3 molI 2.2 mol-l’

canal 4

Concentracion de HCOOH en el | ]

0.40-0.95 mol-I" 0.75 molI

canal 4

Temperatura 24.0-80.0 °C 80.0 °C

Longitud del reactor a calentar 1.0-3.0 metros 1.0 metros

Tabla 5.24: Reoptimizacion de las variables experimentales.
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5.5.3. Sistema F.I.LA. optimizado para la preconcentracion-separacion con

deteccion quimioluminiscente

La configuracion definitiva del nuevo método analitico que permite realizar
una determinaciéon de fenol en aguas mediante preconcentracion-separacion en

sistema F.I.A. con deteccion quimioluminiscente, queda reflejada en la Figura 5.35.

P
-I_‘“-L..
I/w
5 —= VAP
R
g —= Y2 B

e <hvnlETS
4 L1 D I
e TR
N
|
W
Figura 5.35: Configuracion definitiva del sistema F.I.A.

Canal 1: Disolucién acuosa de fenol (3.0 ml'min™).

Canal 2: HC1 0.01 mol1" (0.8 ml'min™).

Canal 3: Eluyente NaOH 0.20 mol-1™ (1.8 ml'min™).

Canal 4: HCOOH 0.75 mol-1™ en H,SO4 2.20 moll”" (5.4 ml'min™).
Canal 5: KMnO, 5.00x10™ molI"'en H,SO,4 2.50 mol-I"! (5.4 ml'min™).
P: Bomba peristéltica.

V1y V2: Vilvulas de inyeccion.

C: Reactor relleno de resina Amberlite XAD-4.

B: Bailo termostatado a 80.0°C.

L1y L2: Longitud que afecta a la temperatura (1.0 metro)

C: Celda de flujo en espiral.

D: Detector (PMT: Tubo fotomultiplicador)

R: Recoleccion, tratamiento y presentacion de los resultados.

W: Desecho
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En la Tabla 5.25, se describen las etapas y los tiempos necesarios para
realizar un ciclo de preconcentracion-separacion para la determinacion de fenol por

quimioluminiscencia directa en un sistema F.I.A.

Etapas Posiciones Valvulas Tiempo (minutos)
Acondicionamiento Vi-l1y V2-L 5
Preconcentracion V1-Ly V2-L 5
Lavado VIi-1y V2-L 2
Elucion Vi-1y V2-1 2

V1: (valvula 1); V2: (valvula 2); L: posicion carga; I: posicion inyeccion

Tabla 5.25: Tiempos necesarios para la separacion-preconcentracion.

5.5.4. Influencia de la presencia de catalizadores metalicos

, . _— . . 1i 150,160
Seglin se ha descrito en la bibliografia ciertos cationes metalicos ~

pueden
catalizar el proceso de oxidacion e implicitamente producir un incremento de la
respuesta quimioluminiscente. Por este motivo y con el objeto de aumentar la
sensibilidad para concentraciones bajas de analito se decidid estudiar la influencia de

la presencia de catalizadores metalicos.

Con el proposito de simplificar este ensayo y evitar las etapas necesarias para
realizar un unico ciclo de preconcentracion, los estudios se llevaron a cabo en un
sistema en inyeccion en flujo en ausencia del reactor. El montaje se encuentra

descrito en la Figura 5.36.
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Figura 5.36: Montaje F.I.A. para el estudio de los catalizadores metalicos.

B

Canal 1: Fenol en H,SO,4 4.40 mol-l'l; Canal 2: Portador (H,O ¢ disolucién acuosa
de la sal) (5.4 ml'min™); Canal 3: HCOOH 0.75 mol-I" en H,SO4 2.20 mol'l"" (5.4
ml'min™); Canal 4: KMnO, 5.00x10° mol-1”"en H,SO4 2.50 mol-I"'(5.4 ml'min™); P:
Bomba peristaltica; V: Valvula de inyeccion; L: Bucle de muestra (1.6 ml); B: Bafio
termostatado a 80.0°C; L1 y L2: longitud 1.0 m C: Celda de flujo; D: Detector
(PMT: Tubo fotomultiplicador); R: Recoleccion, tratamiento y presentacion de

resultados; W: Desecho.

En este montaje F.I.A. de cuatro canales fue necesario adecuar las variables
fisico-quimicas, de forma que en la celda se mantuviesen las concentraciones de los
reactivos establecidas en el montaje optimizado, descrito en la Figura 5.35 para la
determinacion de fenol en aguas por preconcentracion y quimioluminiscencia

directa.

Una vez establecido el montaje, la influencia de los cationes metalicos se
estudi6 incluyéndolos en el canal 2 como portador de la disolucién de fenol. Se
ensayaron numerosos cationes: calcio(Il), cadmio(II), cobalto(Il), cromo(III), cobre
(I), hierro(Ill), manganeso(Il), niquel(Il), plomo(Il), zinc(Il) en forma de sales de
nitrato y a una concentracién 1.0x10™* mol-1". Las sefiales analiticas obtenidas para

10.0 ppb de fenol se incrementaron en mas de un 21% respecto a la de referencia
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(portador, agua), cuando el portador era una disolucién de las sales nitrato de Cd(I1),

Cr(1I1), Ni(II) y Pb(II).

Posteriormente a esta preseleccion, se decidid variar la concentracién de los
cationes con el proposito de encontrar una concentraciéon que favoreciera el
incremento de la sefial analitica para 10.0 ppb de fenol, incluyendo en este estudio un

ensayo sin catalizador que sirvi6 de senal de referencia.

W Pb(II) OCd(II) NCrdII) ENidl)

0,250 1
0,200+
0,150+
0,100
0,050+
0,000-

Senal (pA)

0 0,00001 0,0001 0,001

Concentracion (Cation) (M)

Figura 5.37: Estudio de la concentracion de catalizadores metalicos.

Como se observa en la Figura 5.37 incrementaron la sefal
quimioluminiscente el Cd(IT) 1.0x10~ mol-I"", el Cr (IIT) 1.0x10~ mol'I"' y el Ni(II)
1.0x10* mol'l" en un 138.2%, 69.0% y 90.6% respecto a la de referencia,

descartandose definitivamente tras este ensayo el Pb(II).

Con el fin de seleccionar de entre los tres cationes Cd(II), Cr(III), Ni(II) aquel
que proporcionara una mayor sensibilidad para concentraciones bajas de analito, se
realizé un calibrado de fenol para 5 concentraciones comprendidas entre 1.0 y 50.0
ppb con cada uno de ellos, incluyendo en este estudio un calibrado donde el portador
fuera agua desionizada, para comparar los resultados y comprobar que efectivamente

el cation exaltaba la respuesta quimioluminiscente.
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Portador Pendiente =~ Ordenada en el origen r

H,0 0.0088 0.0749 0.9935
Cr(NOs); 1.0x10” mol-1”! 0.0100 0.0328 0.9951
Cd(NO3), 1.0x10™ mol-I"! 0.0100 0.0524 0.9981
Ni(NO3), 1.0x10™ mol-I" 0.0103 0.0494 0.9892

Tabla 5.26: Resultados de los calibrados para cada uno de los cationes.

Considerando los resultados de la Tabla 5.26 se eligio finalmente, el Ni(1l)
porque presentaba una mayor pendiente de la recta de calibrado, era un metal menos

contaminante y requeriria una menor concentracion para catalizar la reaccion.

La influencia de la presencia de catalizadores metalicos en la emision
quimioluminiscente habia sido estudiada en un sistema F.I.A. en ausencia del reactor
responsable de la preconcentracion-separacion. Por esta razén, era necesario
comprobar que la presencia del niquel incrementaba la sefial quimioluminiscente en
el montaje definitivo, desarrollado para la determinacion fenol en aguas por

preconcentracion y quimioluminiscencia directa en un sistema F.I.A. (Figura 5.35).

Con este proposito, se realizaron dos calibrados entre 1.0 y 20.0 ppb de fenol,
uno de ellos en ausencia del catalizador y el otro con el Ni(IT) 1.0x10™* mol-I"" que se
introducia en el canal 4 de la Figura 5.35 junto con el HCOOH vy el medio 4cido, ya
que confluia directamente con la muestra y reproducia en medida de lo posible el

montaje F.I.A. sin reactor (Figura 5.36).

2

Calibrado Pendiente Ordenada en el origen r
Sin catalizador 0.0091 0.0794 0.9988
Ni (NOs), 1.0x10™* mol-1! 0.0095 0.0687 0.9744

Tabla 5.27: Resultados de los calibrados con el montaje F.I.A. optimizado (Figura

5.35).
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Como se observa en la Tabla 5.27, la presencia del catalizador no provocaba
un aumento significativo de la sensibilidad del método, debido a que las pendientes
de los calibrados eran muy parecidas. Considerando estos hechos, no se incluyeron

catalizadores metalicos en el sistema quimioluminiscente.

5.5.5. Estudio de la capacidad de preconcentracion del reactor

El presente ensayo se llevo a cabo con el propdsito de establecer la eficacia

del reactor en fase solida para preconcentrar el analito.

Para ello se realizaron dos calibrados entre 1.0 y 20.0 ppb con el montaje
F.I.A. optimizado descrito en la Figura 5.35 y con un montaje en flujo continuo en

ausencia de reactor (Figura 5.38).

B

-I "

. < W C
2 D
L1
L2 % .

3 = AW H

|

Figura 5.38: Montaje sin reactor.

Canal 1: Disolucién acuosa de fenol a pH 13.36 (1.8 mlI'min™"); Canal 2: HCOOH
0.75 moll" en H,SO4 2.20 moll" (5.4 ml'min™"); Canal 3: KMnO, 5.0 x10° mol-l”
en H,SO4 2.50 mol-1! (5.4 ml-min'l); P: Bomba peristaltica; B: Bafio termostatado a
80.0°C; L1 y L2: longitud 1.0 m C: Celda de flujo; D: Detector (PMT: Tubo
fotomultiplicador); R: Recoleccidn, tratamiento y presentacion de resultados; W:

Desecho.
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En este montaje en flujo continuo de tres canales, se mantuvieron las
variables fisico-quimicas y F.I.A. del montaje de la Figura 5.35 optimizadas para la
determinacion de fenol en aguas, Unicamente fue necesario adecuar el pH de la
muestra para que se encontrara en un medio basico, al igual que ocurria cuando el

fenol era eluido por el NaOH 0.2 mol-1™.

La pendiente con el montaje con preconcentracion era 4 veces superior
respecto a la obtenida con el montaje en flujo, que correspondia a una situacion
limite donde la muestra circulaba continuamente por el sistema sin existir dispersion.
Por tanto, se podia afirmar que la presencia del reactor en el montaje F.I.A. mejoraba

la sensibilidad, ademas de la selectividad del método.

5.6. APLICACIONES ANALITICAS

Tras la optimizacion del sistema F.ILA. (Figura 5.35) y teniendo presente la
etapas y tiempos necesarios para realizar un ciclo de preconcentracion (Tabla 5.25),
se procedio a estudiar las caracteristicas analiticas del sistema: intervalo de linealidad
repetititividad, frecuencia de insercion, limite de deteccion, reproducibilidad y
estudio de interferencias, para finalmente aplicar el método F.I.A. a la determinacién

de fenol mediante quimioluminiscencia directa en aguas.

5.6.1. Intervalo de linealidad
El intervalo de linealidad se estableci6 ensayando disoluciones de fenol de

concentraciones entre 1.0 y 20.0 ppb. El calibrado result6 ser lineal entre 1.0 y 20.0

ppb, como se muestra en la Figura 5.39.
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0,3000 7 S =0,0123C - 0,0077
0,2500 - R’ = 0,9994
< 0,2000 -
=
= 0,1500 -
$ 0,1000 -
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Figura 5.39: Calibrado de fenol en el intervalo de linealidad. S: Senal (nA) y C:

Concentracion en (ppb).

5.6.2. Estudio de la repetitividad y de la frecuencia de insercion

La repetitividad y la velocidad o frecuencia de insercion se obtuvieron
empiricamente a partir de dos series independientes de 15 inserciones sucesivas de
fenol 20.0 ppb y 10 inserciones de 1.0 ppb de fenol. Los resultados obtenidos quedan
reflejados en la Tabla 5.28. Hay que destacar que la velocidad del método esta
condicionada por los tiempos y las etapas necesarias para realizar un ciclo de

preconcentracion (14 minutos).

Repetitividad Frecuencia de insercion
C(fenol) (ppb) L
(dsr%) (muestras-h™)
1.0 11.6 4
20.0 7.3 4

Tabla 5.28: Frecuencia de insercion y repetitividad del sistema para distintas

concentraciones de fenol.
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Figura 5.40: Fiagrama del estudio de la repetitividad para el fenol 20.0 ppb.

5.6.3. Limite de deteccion

El limite de deteccion se establecid como la minima concentracion de fenol
detectable por el método analitico propuesto, que presentd una sefial analitica igual o
superior al promedio de la sefal analitica de 10 inserciones del blanco (agua
desionizada por el canal 1, Figura 5.35) mas tres veces la desviacion estandar del

blanco. El limite de deteccion obtenido experimentalmente de este modo, fue de 1.0

ppb.

5.6.4. Reproducibilidad del sistema

Para estudiar la reproducibilidad del método analitico desarrollado, se
realizaron cinco calibrados de fenol en distintos dias y con disoluciones de cada uno
de los reactivos recién preparadas, obteniéndose las ecuaciones de las rectas de
calibrado correspondientes. El intervalo de concentraciones estudiadas de fenol

estuvo comprendido entre 1.0 y 20.0 ppb.
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A continuacion, se calculd el promedio y la desviacion estandar relativa de
los valores de las pendientes de dichas rectas. El valor medio de la pendiente
obtenido para los cinco calibrados fue 0.01176 ppb™', con una desviacion estandar

relativa de 9.5%. Las rectas de calibrado se encuentran reflejadas en la Tabla 5.29.

2

Pendiente Ordenada en el origen r
0.0123 -0.0077 0.9994
0.0103 -0.0110 0.9907
0.0123 -0.0020 0.9809
0.0130 -0.0220 0.9805
0.0109 -0.0016 0.9977

Tabla 5.29: Reproducibilidad entre distintos dias y diferentes disoluciones.

5.6.5. Estudio de interferentes

A continuacion se efectud un estudio de la influencia que podian tener sobre
la senal analitica la presencia de sustancias que pueden acompafar al fenol en el
agua, ya sea residual, superficial o de abastecimiento publico. Para ello se prepararon
disoluciones que contenian 20.0 ppb de fenol y una concentracion de interferente

superior a la que aparecen en la muestra.

Para cada una de las sustancias ensayadas se obtuvieron un minimo de 4
inserciones y se comparé la sefal analitica con la de referencia obtenida al insertar
una disolucion de 20.0 ppb sin adicionar ningiin compuesto. Se considerdé que la
sustancia no interferia cuando ocasionaba errores relativos inferiores al 3 6 4%

respecto a la disolucidn patron de fenol.
El presente estudio de interferentes se dividid en tres grupos de compuestos:

en primer lugar se consideraron diversos aminodcidos que podrian aparecer en las

aguas procedentes de la degradacion de la materia organica; en segundo lugar se

-217 -



Capitulo quinto

ensayaron algunos metales e iones inorganicos presentes en las aguas y por tltimo se
estudid la influencia de la presencia de otros compuestos fendlicos en la emision

quimioluminiscente.

En la Tabla 5.30 se agrupan los distintos aminoacidos ensayados junto con los
errores obtenidos en cada caso. En las Tablas 5.31, 5.32, 5.33 se muestran los
metales e iones inorganicos estudiados en forma de sales y finalmente en la Tabla

5.34 aparecen los resultados para otros compuestos fenolicos que pueden existir en el

agua.
Interferente Concentracion (ppb) Er(%)
Acido aspartico 20.0 0.8
Asparagina 100.0* 0.9
Cisteina 50.0 4.1
Fenilalanina 20.0 1.5
Histidina 50.0 3.7
Leucina 100.0* 3.1
Lisina 20.0 0.0
Serina 100.0* 1.5
Tirosina 100.0* 2.5

*Concentracion maxima ensayada.

Tabla 5.30: Estudio de posibles aminoacidos presentes en el agua.
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Interferente Concentracion (ppm) Er(%)
Cadmio (Cd(NOs3),) 0.500 3.7
Cobalto (Co (NOs3),) 0.050 4.0
Cobre (Cu(NOs),) 0.100 3.7
Cromo (Cr(NOs)3) 1.000* 3.8
Hierro (Fe(NOs3)3) 0.500 1.5
Manganeso (Mn(NOs3),) 0.005 1.0
Mercurio (Hg(NO3),) 0.100 2.1
Niquel (Ni(NOs3),) 1.000* 1.5
Plomo (Pb(NOs3),) 1.000* 1.6
Zinc (Zn(NO3)») 0.500 0.4

*Concentracidn maxima ensayada.
Tabla 5.31: Estudio de posibles metales presentes en las aguas. Entre paréntesis

aparece la sal que se adicion¢ a la disolucion de fenol.

Interferente Concentracion (ppm) Er(%)
Amonio (NH4NO3) 10.0 2.0
Calcio (Ca(NO3)») 50.0* 0.5
Magnesio (Mg(NO3),) 10.0 1.0
Potasio (KNOs) 20.0 0.9
Sodio (NaNO3) 20.0 0.9

*Concentracion maxima ensayada.
Tabla 5.32: Estudio de posibles cationes presentes en las aguas. Entre paréntesis

aparece la sal que se adiciono a la disolucion de fenol.
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Interferente Concentracion (ppm) Er(%)
Carbonato (Na,COs3) 5.0 3.6
Fosfato (NaH,PO,) 20.0 2.7
Nitrito (NaNO;) 0.1 0.8
Sulfato (Na,SO4) 50.0* 2.1
Sulfito (Na,SO3) 10.0 1.6

*Concentracidn maxima ensayada.
Tabla 5.33: Estudio de posibles aniones presentes en las aguas. Entre paréntesis

aparece la sal que se adicion¢ a la disolucion de fenol.

Interferente Concentracion (ppb) Er(%)
1-Naftol 10.0 3.9
4-Cloro-2-nitrofenol 50.0% 34
4-Cloro-3-metilfenol 50.0%* 2.5
m-cresol 1.0 2.6
p-clorofenol 20.0 4.1
Pentaclorofenol 20.0 0.3
Resorcinol 5.0 0.7

*Concentracion maxima ensayada.
Tabla 5.34: Estudio de otros compuestos fenolicos.
5.6.6. Analisis de muestras reales
Para finalizar se procedié a aplicar el método analitico propuesto a la
determinacion de fenol en dos tipos de aguas (residual y superficial), procedentes de

dos municipios del Comunidad Valenciana.

En la Tabla 5.35, se detalla la naturaleza de cada una de las muestras

empleadas asi como su procedencia.
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Tipo de Agua Procedencia
SUPERFICIAL (Manantial) Bufiol (Valencia)
RESIDUAL (Barranco) Carraixet (Valencia)

Tabla 5.35: Tipos de aguas a las que se aplicod el método analitico.

La toma de muestras se realizdo mediante un recipiente adecuado, previamente
enguajado con la misma agua y recogiéndola desde la parte inferior hasta la superior,
para evitar la mezcla entre capas. Una vez recogidas las muestras, se guardaron en la

oscuridad y en el refrigerador a 3°C hasta que fueron analizadas.

Antes de efectuar el analisis, el agua del barranco fue necesario filtrarla con
placa filtrante (de tamafo de poro 4), con el objeto de eliminar la materia en

suspension.

En primer lugar se realizO un ensayo con el método propuesto,
introduciéndolas directamente por el canal 1 del montaje F.I.A. (Figura 5.35) con el
propoésito de comprobar si existia fenol en la matriz. Para las dos muestras testadas el
resultado fue negativo, por esta razéon se decidié doparlas con una concentracion

conocida de fenol.

Las muestras de barranco y del manantial se doparon con la cantidad
necesaria de fenol, para tener una disolucion de concentracion situada en la zona
central del intervalo de linealidad del método propuesto. Con este proposito, se
tomaron con pipeta aforada 50 ml de una disoluciéon madre de fenol 50.0 ppb, se
transvasaron a un matraz aforado de 250 ml y se afor6 hasta volumen con cada una

de las muestras para obtener una concentracion final de 10.0 ppb.

Las tres réplicas preparadas de cada una de las aguas de Manantial y de
Barranco, fueron procesadas en el montaje optimizado junto con un calibrado de
fenol entre 1.0 y 20.0 ppb. Finalmente la concentracion de fenol se calculd por

interpolacion de la sefial en la recta de calibrado, obtenida a partir de la disoluciones

-221 -



Capitulo quinto

patrones y se comparo la concentracion encontrada respecto a la adicionada. En la

Tabla 5.36, se observan los resultados obtenidos.

Muestra Cantidad adicionada Método propuesto (dsr%) Er(%)*
_ 10.91 ppb
Manantial 10.0 ppb 9.1
(0.25)
10.74 ppb
Barranco 10.0 ppb 7.4
(0.85)

* error relativo del método propuesto respecto a la cantidad adicionada.
Tabla 5.36: Resultados para la determinacion de fenol en muestras reales con el

método analitico propuesto.

A continuacion, se determind la concentracion de fenol en las aguas de
manantial y de barranco mediante el método colorimétrico de la 4-aminoantipirina
utilizado para la cuantificaciéon de compuestos fenolicos expresados como fenol,
descrito en el “Standard Methods for examination of water'’. Este método se basa
en la oxidacion del fenol en medio basico con el Ki;Fe(CN)s y la posterior
condensacion con la 4-aminoantipirina para formar un derivado coloreado que puede

ser detectado espectrofotométricamente transcurridos 15 minutos.

El método normalizado requiere una destilacion previa como pretratamiento
de la muestra, para eliminar la interferencia de sustancias no volatiles, como las
aminas aromaticas e incrementar la selectividad. Una vez destilada la muestra, el
método de la 4-aminoantipirina se puede desarrollar de dos formas segin la

sensibilidad deseada:

» Para muestras que contengan concentraciones de fenol comprendidas
entre 1.0 y 250.0 ppb es necesario un proceso de extraccion con cloroformo del
producto de reaccion para mejorar la sensibilidad, antes de realizar la determinacion

espectrofotométrica.
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» En caso que la concentracion de fenol este a nivel de ppm, no se

requiere un proceso de extraccion, tratandose de un método fotométrico directo.

Para la determinacion de fenol en el agua del Barranco, en primer lugar se
destilaron 500 ml de la muestra dopados con 10.0 ppb de fenol y se prepard una serie
de patrones de fenol en 500 ml de concentraciones comprendidas entre 1.0 y 40.0
ppb. A continuacion tanto a los 500 ml del destilado, como a los patrones y al blanco
se les adicion¢ sin alterar el orden, 12 ml de NH3 0.5 N y las cantidades necesarias de
tampon fosfato para ajustar a pH 7.9 el medio de reaccion. Posteriormente se
trasvasaron a un embudo de decantacion y se adiciond 3 ml de 4-aminoantipirina y 3
ml de Kj3Fe(CN)g, agitdindose vigorosamente para favorecer su mezclado y
transcurridos 15 minutos se observd una solucién de color amarillo. Finalmente se
extrajo la porcion coloreada con cloroformo y se midieron las absorbancias de la
muestra junto con la de los patrones a 460 nm, y por interpolacion de las senales en
la recta de calibrado se determind la concentracion, comparando la concentracion
encontrada respecto a la adicionada. Los resultados obtenidos se muestran en la

Tabla 5.37.

La determinacién de fenol en el agua del Manantial fue mas sencilla; debido
a que los errores relativos de la cantidad encontrada respecto a la adicionada
obtenidos con el método referencia tras el proceso de extraccion fueron muy
elevados, por ello se decidid realizar este andlisis mediante espectrofotometria

directa, siendo necesario dopar las muestras con concentraciones de fenol a nivel de

Al igual que para el agua del barranco, en primer lugar se realizd un
pretratamiento de la muestra, en este caso, se destilaron 100 ml de muestra dopadas
con 3.0 ppm de fenol y se prepararon una serie de patrones de fenol en 100 ml de
concentraciones comprendidas entre 1.0 y 5.0 ppm. A continuacidon se adicionaron
tanto a los 100 ml de destilado, como a los patrones y al blanco 2.5 ml de la

disolucion NH3 0.5 N, se ajustd a pH 7.9 el medio con tampdn fosfato y se adiciono
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1 ml de 4-aminoantipirina y 1 ml de K3Fe(CN)g, agitandose vigorosamente para
favorecer el mezclado. Transcurridos 15 minutos, se leyeron las absorbancias a 500
nm y por interpolacion de las sefales en la recta de calibrado se determiné la
concentracion de fenol, comparando la concentracion encontrada respecto a la

adicionada. Los resultados obtenidos quedan reflejados en la Tabla 5.37.

Muestra Cantidad adicionada Método referencia Er(%)
Manantial 3.0 ppm 2.7 ppm 10.0
Barranco 10.0 ppb 9.7 ppb -3.0

* error relativo del método de referencia respecto a la cantidad adicionada.
Tabla 5.37: Resultados para la determinacion de fenol en muestras reales con el

método de referencia.

La determinacion de fenol con el método de referencia sirvié para hacer
constar las ventajas y la eficacia del método propuesto, ya que, para el analisis de una
unica muestra era necesario un proceso de destilacién que consumia un elevado
tiempo y si se queria conseguir una sensibilidad de alrededor de las ppb se requeria
realizar una extraccion con cloroformo. Mientras que con el método propuesto no se
necesitaba un pretratamiento de la muestra, debido a que en medio 4cido las aminas
aromaticas se ionizaban y no eran adsorbidas en el reactor eliminando de esta forma
su interferencia, y tampoco se necesitaba un proceso de extraccion con cloroformo

para aumentar la sensibilidad del método.

Por tanto, se puede afirmar que con el nuevo método F.I.A. se automatizan
numerosos procesos en los que interviene el operador, proporcionado una mayor
reproducibilidad al minimizar la influencia del factor humano. Ademas, se reduce el
tiempo necesario de analisis, asi como el consumo de reactivos altamente

contaminantes.
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5.7. CONCLUSIONES

Se propone un método F.I.A. que permite la determinacion de fenol en aguas
tras un proceso de preconcentracion-separacion y la oxidacion quimioluminiscente
del analito. La emision quimioluminiscente se exalta con el sensibilizador 4cido

férmico.

El sistema seleccionado se caracteriza por preconcentrar un volumen de
muestra constante (15 ml) controlado por el tiempo de preconcentracion y el caudal
de paso de la misma a través del reactor. Para conseguir este objetivo el montaje
F.ILA. consta de dos valvulas de inyeccion conectadas, de forma que la primera
valvula funciona como conmutador para seleccionar entre dos flujos (muestra y HCI)
y en el bucle de muestra de esta segunda se incorpora el reactor en fase solida de
relleno de resina Amberlite XAD-4. El proceso de preconcentracion-separacion de la
muestra requiere de una etapa de acondicionamiento del reactor en medio acido (HCl
0.01 moll’ a un caudal de 0.8 ml'min") durante 5 minutos, una etapa de
preconcentracion del analito durante 5 minutos circulando constantemente a un
caudal de 3.0 ml'min” la muestra a través del reactor, un lavado de la columna de
dos minutos con (HC1 0.01 mol'I"' a un caudal de 0.8 mlI'min™") y finalmente la etapa
de elucién del fenol en medio basico (NaOH 0.2 mol-I"' a un caudal de 1.8 ml'min™")

durante un periodo de tiempo de 2 minutos.

Posteriormente, el fenol eluido confluye en un reactor de 1.0 m a 80°C con la
disolucién de acido foérmico 0.75 mol-1! en H,SO4 2.20 mol-1"! que circula a un
caudal de 5.4 ml'min™". Por un quinto canal se introduce a un caudal de 5.4 ml'min’’
una disolucién de KMnO, 5.0x107° mol-1"'en H,SO4 2.5 mol-l'l, que se conduce hacia
un reactor de 1.0 m a 80°C. Las disoluciones de sendos reactores confluyen en una
pieza en forma de T que se encuentra a la entrada de la celda en espiral y se detecta

la sefial quimioluminiscente del producto de reaccion formado.
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El método propuesto presenta una gran selectividad sin necesidad de realizar
un pretratamiento de la muestra, que queda patente considerando el numero de
sustancias ensayadas que no interfieren en la determinacion del analito. A este

respecto, cabe resaltar que tanto el método oficialde analisis’'®

como algunos
métodos cromatograficos®>>>>> desarrollados, requieren de un pretratamiento de la

muestra que suele ser costoso, complejo y consumen gran cantidad de tiempo.

Presenta un intervalo de linealidad comprendido entre 1.0 y 20.0 ppb y un
excelente limite de deteccion (1.0 ppb) acorde con la concentracion maxima
admisible de fenol, establecida en la legislacion para las aguas potables de consumo

publico®® y con los limites de vertido fijados para las aguas residuales™.

La velocidad de muestreo (4 h™') resulta adecuada si se compara con el tiempo

. . . . - 310
necesario para analizar una Uinica muestra por el método normalizado

,en la que se
requiere una destilacion previa y una extraccioén con cloroformo si se quiere alcanzar
sensibilidades en torno a las ppb. Posee, ademas, una adecuada repetitividad entre
muestras (dsr= 7.3%, n=15, 20.0 ppb) y una reproducibilidad aceptable entre dias

empleando disoluciones recién preparadas (dsrpendiene= 9.5%, n=5).

Por ultimo destacar que dada la selectividad del sistema analitico, el método

se aplico con éxito a la determinacidn de fenol en aguas residuales y superficiales.
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INTRODUCCION

6.1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL ACIDO TANICO

6.1.1. Descripcion y propiedades fisicas

El acido tanico es un polifenol natural que abunda en los vegetales, disuelto
en la savia celular. Se encuentra especialmente en las hojas, en los frutos inmaduros
y en la corteza de los arboles, sobretodo en el roble, zumaque y mirobalano. Las
agallas del roble y la corteza de zumaque son las mejores materias para su obtencion,
aunque también se utilizan las hojas del nogal, los frutos y hojas del arandano y las
hojas del frambueso y zarza. Es de destacar que las agallas de las nueces chinas o

turcas contienen un 50% y 70% de &cido tanico.

El 4cido tanico comercializado contiene aproximadamente un 10% de agua y
la férmula empirica corresponde a C76Hs,046 con un peso molecular de 1700 g-mol'l.
También se conoce a este compuesto como tanino, galotanino, acido galotanico e
incorrectamente 4cido digalico®®. En la Figura 6.1 se muestra la estructura molecular

del galotanino.

OH

O—CD—Q—OH
0—CO —QOH OH
o—coQ OH
HO co—o ﬂa
o
oc
co OH
OH

OH
Figura 6.1: Estructura molecular del galotanino.
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El 4cido tanico es un compuesto orgdnico que funciona como un acido

324

diprético, de composicion quimica ain no definida’”’, pero probablemente esté

formado por varias moléculas de 4cido galico y una de glucosa.

Se presenta en forma de polvo amorfo, esponjoso, con tendencia a
descorcharse, de color blanco amarillento o pardo claro, con olor caracteristico y
sabor astringente o ligeramente amargo, que se oscurece gradualmente en presencia
de luz y aire. Es soluble en agua (1 g en 0.35 ml de agua), en glicerol caliente (1 g en
1 ml de glicerol caliente) y muy soluble en acetona, en disoluciones alcohodlicas y
practicamente insoluble en benceno, cloroformo, éter, éter de petrdleo y tetracloruro
de carbono. Ademas, a temperaturas en torno a 210-215°C** se descompone en
pirogalol y dioxido de carbono.

El término tanino fue introducido por Seguil’*

en 1796, para definir a
aquellas sustancias vegetales naturales con un peso molecular comprendido entre 500
y 3000 mg1", que poseen una gran cantidad de hidroxidos fendlicos libres y que
permiten la formacion de complejos estables con proteinas y otros biopolimeros
como la celulosa y la pectina. Estos taninos pueden dividirse quimicamente en dos

grupos distintos; taninos hidrolizables como el acido tanico y no hidrolizables o

taninos condensados.

a) Los taninos hidrolizables estdn formados por varias moléculas de acido
fenolico (acido galico, digalico, trigalico, acido eldgico) que se unen por un enlace

éster a un nticleo central de glucosa.

b) Los taninos condensados, comunmente llamados proantocianidinas, son

27 .
I°“", mas resistentes a la

polimeros naturales compuestos por unidades de flavan-3-o
ruptura que los taninos hidrolizables. Las estructuras mas comunes de este tipo de

taninos son las catequinas y epicatequinas.
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6.1.2. Estabilidad y degradacion

El 4cido tanico es estable en forma de polvo y debe conservarse a temperatura
ambiente en un recipiente hermético y protegido de la luz. Los taninos hidrolizables
como el 4acido tanico, son bastante inestables en disolucion®® pero poseen la
suficiente estabilidad para poder medir sus variables quimicas o fisicas, asi como su
actividad bioldgica in vitro. En disolucidon acuosa se descomponen lentamente en
presencia de aire y de luz, siendo la mayoria de ellos mas estable en disoluciones

organicas.

La estabilidad de estos taninos estd intimamente relacionada con la estructura
individual de cada uno y lo fuertemente unidos que estén cada uno de los
monodmeros. En cuanto al acido tanico se sabe que se hidroliza facilmente con 4cidos,
bases y enzimas especificas como la tanasa, para descomponerse en acido galico y
glucosa; en el ser humano el acido tanico se absorbe por la piel o las mucosas

o . . . , . ,qe 2
dafiadas para metabolizarse en el intestino en glucosa y acido galico®>.

6.1.3. Aplicaciones del acido tanico

El 4acido tanico se utiliza en alimentacion, en la industria, en medicina y en

quimica como reactivo analitico.

a) En alimentacion, originan el caracteristico sabor astringente del vino
tinto, el té, el café y el cacao, debido a la precipitacion del mismo con ciertas
proteinas y mucopolisacaridos de la saliva que poseen normalmente propiedades
lubricantes. La capacidad de precipitacion del acido ténico con ciertas proteinas
como la gelatina o resinas sintéticas como la poliamidas, es utilizada para clarificar o

eliminar los solidos suspendidos en vinos o cerveza®.
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b) En la industria, se utiliza desde la antigiiedad para el curtido de pieles al
ser capaz de combinarse con proteinas de la piel natural, evitando su putrefaccion y
convirtiéndola en cuero; en la fabricacion de tintas al reaccionar con sales férricas,
las cuales dan lugar a productos negro-azulados adecuados para tintes; como
mordiente para la aplicacion de tintes en tejidos; como coagulante de gomas; apresto

para papeles o sedas y para la fabricacion de 4cido galico y pirogalol.

¢) En medicina, se prescribe como hemostatico, astringente®” de la piel y de
las mucosas, debido a que tiene la propiedad de precipitar o unirse con las proteinas
como la albumina de las mucosas y de los tejidos dafiados, para crear una capa
aislante y protectora, que reduce la irritacion y el dolor. En solucién se emplean para
el tratamiento de las quemaduras, para la prevencion de tlceras de decubito y grietas
de los pezones de las mujeres lactantes, asi como para el tratamiento de la seborrea
del cuero cabelludo. En pomadas o supositorios se usan como antihemorroidales. Por
via oral se administra como antidiarreico y como antidoto para la intoxicaciéon con
metales pesados o alcaloides vegetales. Ademas, el acido tanico se puede adicionar a
los enemas de sulfato de bario para mejorar la calidad de las imagenes radiologicas

del colon.

d) En quimica, es utilizado como reactivo analitico debido a la capacidad del
acido tanico para reaccionar con metales pesados y sustancias organicas. Algunos

31y Zhang®? describen un método que permite

autores como Bosch Serrat
determinar vanadio y cromo en agua utilizando el 4cido tdnico como agente
. . 333 ;
complejante, mientras que otros como Sastry y col.””” desarrollan un método
colorimétrico basado en la precipitacion del acido tanico con la aminoquinolina

(antimalarico).
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6.2. METODOS ANALITICOS DE DETERMINACION

Existen numerosos métodos analiticos para la determinacién de acido tanico
en plantas, alimentos, aguas y bebidas alcohodlicas, que implican reacciones de
complejacién o de precipitacion con metales pesados o con proteinas, valoraciones
redox, asi como la formacion de productos coloreados cuyas absorbancias se miden

entre 500 y 750 nm.

6.2.1. Métodos volumétricos

Debido al caréacter reductor del acido tanico Celeste y col.*** proponen una
volumetria termométrica para la determinacion del mismo en vino, empleando como
oxidantes el KsFe(CN)g y Ce(SO4),. También se ha descrito el método volumétrico

de Lowenthal®®

para la determinacién de compuestos polifendlicos como el acido
tanico, utilizando como valorante el permanganato potésico e indicador el carmin de

indigo.

Rao y col.”®® determinan el acido tanico en muestras comerciales de té
mediante una valoracion por retroceso con Fe(Il) de la cantidad de Ce(IV) que no ha
reaccionado con el analito, utilizando como indicador la ferroina. Para ello, el té se
extrae con agua hirviendo durante 30 minutos, posteriormente se filtra, se enfria y se
diluye (disolucion I). Una alicuota se mezcla con una disolucion de gelatina,
diluyéndose con NaCl en medio acido y agitando con kaolin durante 15 minutos para
posteriormente filtrar. La disolucion I (contiene taninos) y el filtrado (contiene acido
tanico), se mezclan con un exceso de Ce(IV) y tras un tiempo de reaccion de 45

minutos, la cantidad de Ce(IV) que no ha reaccionado se valora con el Fe(II).
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6.2.2. Métodos espectrofotométricos

Valdés y col.* describen un método analitico para la cuantificaciéon de
taninos y acido tanico en el extracto acuoso de romerillo con propiedades
antiulcerosas, procedente de la L. Bidens Pilosa mediante espectrofotometria

ultravioleta-visible, donde las absorbancias de las muestras se miden a 700 nm.

Brune y col.”*® desarrollan un método para la determinacion de acido tanico
unido al hierro por espectrofotometria, en muestras de comida seca. El 4cido tanico
se extrae de la muestra con DMF y tampon acetato 0.1 M pH (4.4) agitando durante
16 horas con una maquina agitadora. Del filtrado obtenido se toma una porcion de 2
ml y se trata con una mezcla de urea, tampon acetato 0.1 M, goma arabica y sulfato
férrico amonico, midiendo finalmente las absorbancias del complejo formado a 578 y
680 nm.

33 2 600 nm en

El 4cido tanico se ha determinado espectrofotométricamente
muestras de té, a las que se les adiciond, después de ser diluidas con 15 ml de una
solucion tampdn a pH 3, 2 ml de metol 0.2% y 3 ml de K,Cr,O7 5 mM. El intervalo

de linealidad obtenido para 25 ml de la disolucion resultante fue de 100 a 450 pg.

En el método descrito por Amin**’ determina el 4cido tanico en té con el azul
de tetrazolio. Para ello, el té se hierve con 100 ml de agua durante 1 hora, se enfria y
se filtra y el filtrado se diluye hasta 1 litro con agua. De la disolucion resultante se
pipetean 1.5 ml que se mezclan con 0.5 ml de azul de tetrazolio y 0.5 ml de NaOH
0.2 M. A continuacion, la mezcla se diluye hasta 10 ml con etanol y se calienta en un
bafio de agua a 90°C durante 15 minutos. Después de enfriar se adicionan
nuevamente 10 ml de etanol y se mide la absorbancia de la disolucidn resultante a

527 nm. El intervalo de linealidad se establece entre 0.2 y 9 pg'ml™.
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Otros autores>*'-%?

proponen un método espectrofotométrico que permite la
determinacion de 4cido tanico en hojas de roble y en el ruibarbo, mediante la
deteccion del complejo formado entre el acido tanico y proteinas como la caseina o

la albumina.

Box™* describe un método analitico para la determinacién de compuestos
polifendlicos como el acido tanico en aguas naturales, mediante el uso del fenol
Folin-Ciocalteu como reactivo, que resulta ser mas efectivo que la 4-aminoantipirina.

Las graficas de calibrado resultan ser lineales por encima de 1 ppm.

La AOAC** propone un método espectrofotométrico conocido como Folin-
Ciocalteu o (Folin-Denis) para la cuantificacion de taninos en vino o bebidas
alcohdlicas. Este método se basa en la oxidacion de los polifenoles por el sistema
Na;WO042H,0, 4cido fosfomolibdico y Hi;POs y la posterior determinacion

colorimétrica a 760 nm del color azul producido, transcurridos 30 minutos.

6.2.3. Analisis por espectroscopia de absorcion atomica

El 4cido tanico ha sido determinado en muestras de té por espectroscopia de
absorcién atomica®®, al hacer reaccionar la solucidon acuosa que contiene el acido
tanico con una disolucién precipitante de Cu™ 200 ng/ml y acetato amonico 0.1 M.
La longitud de onda a la que se determino el 4cido tanico fue 324.7 nm y el intervalo

de linealidad de medida estuvo comprendido entre 1-40 pg-ml™.

-235-



Capitulo sexto

6.2.4. Técnicas de separacion

a) Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Verzele y col.>*® describen un método para el analisis cuantitativo de cuatro
acidos téanicos de diversa procedencia, mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) en fase normal o inversa, con el 4cido 2,3,4-trihidroxibenzoico
como patrdn interno y deteccion a 280 nm. Siendo necesaria una purificacion previa
de la preparacion comercial mediante el uso de una columna de intercambio
anidnico, para separar trazas de acido galico, digalico e incluso trigalico que puedan
estar presentes en las preparaciones comerciales. Estos mismos autores™" utilizan la
cromatografia liquida, para la determinacion de pequeias concentraciones de acido
galico, digalico y trigalico presentes en cuatro tipos de acido tanico de diferente
origen.

Se ha desarrollado un método>*®

por HPLC en fase inversa con deteccion
electroquimica, para la cuantificacion e identificacion de 36 compuestos fendlicos
como el acido tanico, en bebidas alcohdlicas, zumo de frutas y extractos de plantas,
sin necesidad de requerir una extraccion, purificacién o preconcentracion previa de la
muestra, pese a la complejidad de la matriz.

349 . ., . L.
1" proponen un método para la determinacién de &cido tanico y

Zhu y co
otros metabolitos fendlicos como el acido galico y el pirogalol, en fluidos bioldgicos
extraidos con acetato de etilo en medio 4cido, mediante una columna Bondapak C-

18, metanol-acido fosforico como fase movil y deteccion a 254, 260, 280 nm.

Algunos autores®’ describen un método para el anélisis de 4cido tartarico,
malico, lactico, acético y tdnico en vino mediante HPLC, donde la muestra filtrada es
insertada en una columna RP-18 (25 cm y 4.6 mm) y eluida con una corriente de
agua-metanol-acido fosfoérico (69:1:30), para ser detectada a una longitud de onda de

210 nm.
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b) Capa fina (TLC)

La cromatografia en capa fina se ha empleado para la determinacién de
diversos polifenoles™' (como 4cido tanico, hidroquinona, resorcinol, catecol, etc.) en
muestras sintéticas. Con este fin se emplea como fase estacionaria la silica gel y
como fase movil cloroformo-acetato de etilo-acido acético (50:50:1) y deteccion

mediante reactivos como, el cloruro férrico y vapor de iodo entre otros.

c¢) Electroforesis capilar

Mediante electroforesis capilar en 100 mM de tampon borato a pH 10.5
Honda y col.™ han conseguido separar con éxito de un extracto metandlico de
Paeonia radix, el acido tanico y gélico, utilizando como patrén interno el acido 3,4-

dimetoxicindmico y deteccion en el UV a 254 nm.

Harm y col.® describen otro procedimiento para la determinacion de
diversos polifenoles en café, en el té verde y negro mediante electroforesis capilar,
donde las muestras se inyectan electrocinéticamente en un capilar de 24 cm de
longitud y 25 um de didmetro interno durante 6 segundos a 8 KV, utilizando el
tampon borato-HCI pH 8.5 a 12 KV como disolucioén reguladora. Finalmente los

solutos migrados se detectan en un intervalo de 200-360 nm y 360-700 nm.
6.2.5. Métodos electroquimicos

Cruz y col. estudian la capacidad del acido tanico para formar complejos
con metales pesados como el Cu(Il), Pb(Il), Cd(II), Zn(Il) mediante voltametria.

Gracias a este estudio se demuestra que la afinidad del 4cido tanico frente a estos

metales pesados crece en el siguiente orden Cd(I1)<Zn(II)<Pb(II).
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1. proponen un método por voltametria ciclica con un

Kilmartin y co
electrodo de carbono vitreo frente a un electrodo de Ag/AgCl, que permite
caracterizar las propiedades antioxidantes de algunos compuestos polifenolicos
(como el acido cafeico, acido gélico, acido tanico, quercetina, etc. ) en muestras de

vino.

Cruz y col.”®® desarrollan un método por polarografia de pulso diferencial
para el estudio de la habilidad del acido tanico para formar complejos con el Cu(Il).
El uso de una curva de resolucion multivariante permite conocer los perfiles de
concentracion, la evolucion del proceso de complejacion-reduccion, ademés de

estimar la cantidad de iones cobre que pueden unirse al 4cido tanico.

Un biosensor constituido por un electrodo de oxigeno y el Asperigillus Ustus

inmovilizado en polivinilalcohol es propuesto por Zhao y col.*”’

para determinar el
acido tanico. La vida media del sensor con un alto rendimiento queda fijada en 2
semanas y permite la cuantificacion selectiva del 4cido tanico coexistiendo otros

taninos.

6.2.6. Identificacion visual o cualitativa

El Formulario Espafiol de Farmacia Militar’**

propone un método de
identificacion debido a la capacidad de las soluciones acuosas de acido tanico para
precipitar con la mayoria de las sales metalicas, alcaloides, albumina, almidon y
gelatina. El ensayo se basa en la aparicién de un color azulado en las soluciones de
acido tanico tras la adiccion de unas gotas de cloruro férrico; en soluciones

concentradas se forma un precipitado negro azulado que desaparece por la adicion de

acido sulfurico diluido.
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6.2.7. Analisis por inyeccion en flujo, F.I.A.

Yebra y col®*® han propuesto un método F.I.A. para la determinacion
indirecta de taninos en vinos y en té por espectrometria de absorcion atomica. Para
llevar a cabo este analisis, una cantidad conocida de reactivo precipitante (acetato de
cobre) es inyectada en una corriente de agua destilada para determinar la cantidad
total de cobre adicionado. A continuacion, la misma cantidad de reactivo precipitante
es inyectada en los patrones o en la muestra y tras la precipitacion instantanea, el
cobre del filtrado es determinado por espectrofotometria de absorcion atomica. De
forma que por diferencia entre las absorbancias obtenidas entre el blanco y el cobre
no precipitado se puede cuantificar la cantidad de 4cido tanico presente. El intervalo

de linealidad se establece entre 1 y 25 ug'ml™ y el limite de deteccién se fija en 0.7

pgml™”.

Sun y col.* desarrollan un método para la determinacion de 4cido tanico,
basado en la inhibicion de la electroquimioluminiscencia producida por el luminol.
En medio bésico el luminol puede ser excitado aplicando un potencial positivo a los
electrodos, para producir una sefal electroquimioluminiscente que desaparece
después de la inyeccion del acido tanico. La reaccion quimioluminiscente tiene lugar
en los alrededores del electrodo y no son necesarios ni catalizadores ni agentes
oxidantes. La determinacion del acido tanico se basa en la medida de la diferencia de
intensidad entre la sefial inicial correspondiente al luminol y la presentada por la
muestra de acido tanico. El limite de deteccion se establece en 2.0 x10° M.

Este mismo grupo de investigacién ha propuesto un método™* por
quimioluminiscencia para la determinacién de 4cido tnico en extractos de plantas,
debido a la capacidad mostrada por el 4cido tanico para inhibir la
quimioluminiscencia del sistema luminol-H,0,-Cu'?. En este método el limite de

deteccion es de 9.0x107° M.
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Liy col.*® proponen uno de los trabajos mas recientemente publicados para
la determinacion del 4cido tanico en un sistema F.I.A., basado en la habilidad que
presenta este analito para incrementar la quimioluminiscencia mostrada por el
sistema luminol-KIO4~Mn*? en medio alcalino. El intervalo de linealidad abarca
desde 5 a 30 uM con un limite de deteccion de 9 nM.

Se ha propuesto otro método™®’

para la determinacion por espectrofotometria
de 4cido tanico, mediante la inyeccion de una disolucion de &cido tdnico en una
disolucion portadora de Fe(Ill) en medio &cido sulftrico y la posterior reaccion con
la 1,10-fenantrolina para formar un complejo Fe(Ill)-fenantrolina, que se detecta
espectrofotométricamente a 506 nm. El limite de deteccion establecido es de 0.84

mg 1.

Celeste y col*®* describen un nuevo método de anélisis por inyeccién en flujo
que permite la determinacion de dacido tdnico por espectrofotometria directa,
mediante la reaccion clasica de los polifenoles con el reactivo de Folin Ciocalteu en
medio basico. Este método fue aplicado con éxito a tres muestras de vino (blanco,
rosado y tinto), presentando una reproducibilidad del 0.8% y un intervalo de

linealidad entre 12.5 y 150 mg-1™.
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EXPERIMENTAL

6.3. ENSAYOS PREVIOS EN FLUJO CONTINUO

Teniendo presente que la intensidad de las sefial quimioluminiscente depende
del tiempo transcurrido desde el inicio de la reaccion™, se consideré muy
conveniente que los ensayos previos se llevaran a cabo a tiempo fijo y segun la
relacion de los caudales con el sistema en flujo continuo mostrado en la Figura 6.2,

ya que la medida del tiempo es mucho mds reproducible que en un equipo en

estatico.
P
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e

9 —= ~N & D

. [ PuT
/ e

= = ||

W
Figura 6.2: Montaje en flujo continuo para los ensayos previos.
Canal 1: Disolucién acuosa de acido tanico (blanco, agua desionizada); Canal 2 y 3:
Disolucion para ajustar el medio de reaccion; Canal 4: Oxidante; P: Bomba
peristaltica; C: Celda de flujo; D: Detector (PMT: Tubo fotomultiplicador); W:

Desecho; R: Recoleccion, tratamiento y presentacion de los resultados.

En todos los casos, la sefial analitica se calculd por diferencia entre la que
presentaba la muestra y la generada por el blanco (agua desionizada por el canal 1).
Dicha sefal analitica expresada en kHz es la que aparece en los resultados de cada

experiencia.
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6.3.1. Estudio del sistema oxidante

Con el propdsito de encontrar el sistema oxidante mas apropiado para obtener
una sefial quimioluminiscente a partir del producto de la reaccion de oxidacion del
acido tanico, se ensayaron diversos oxidantes fuertes tanto en medio acido como
basico. Esta experiencia se realizo en el montaje en flujo descrito en la Figura 6.2,

siendo la velocidad de flujo para los cuatro canales 2.8 ml-min.

Las condiciones establecidas y los resultados obtenidos en este estudio se
encuentran descritos en el apartado 4.3.3 del capitulo cuarto (conectividad molecular
aplicada a la prediccion de quimioluminiscencia directa de fenoles y polifenoles),
donde dada la bondad de las predicciones teoricas, se efectud experimentalmente en
el mismo montaje en flujo continuo un barrido con distintos oxidantes, para
comprobar la posibilidad de obtener una sefial quimioluminiscente a partir del

producto de una reaccion de oxidacion.

En la Tabla 4.3 del capitulo cuarto, se observa que las sefiales analiticas mas
elevadas para 200.0 ppm de 4cido tanico se obtuvieron con el permanganato potasico
0.02 mol‘I"' en medio acido sulfirico 1.00 mol-I"' y con el ferricianuro potasico 0.02

moll" en medio hidréxido soédico 1.00 mol-1™.
6.3.2. Seleccion del oxidante

De los resultados expuestos en la Tabla 4.3, se seleccionaron como oxidantes
del sistema analitico KsFe(CN)s y KMnOys. Con el propoésito de elegir cudl de los dos

era el mas adecuado, se decidio estudiar la influencia de la concentracion de los

mismos y del pH del medio de reaccion en la sefial analitica.
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6.3.2.1. Influencia de la concentracion de oxidante

La concentracion del oxidante es una variable muy critica en los sistemas
quimioluminiscentes, debido a que en concentraciones excesivamente bajas la senal
analitica puede disminuir o incluso desaparecer y a concentraciones elevadas pueden
producirse problemas de autoabsorcion de la emision quimioluminiscente por parte
del propio oxidante. Por esta razdn, se realiz6 un estudio exhaustivo de la influencia
de la concentracion del oxidante en el sistema quimioluminiscente con ambos

oxidantes.

El intervalo de concentraciones de permanganato potdsico a ensayar, fue el
mismo que cuando se estudi6 el comportamiento de los fenoles y polifenoles frente
al permanganato potasico en medio &cido (apartado 4.4, capitulo cuarto),
concretamente estuvo comprendido entre 1.0x10™ y 1.0x107 mollI"' (-logC=4.0 a -
logC=2.0). En el caso del ferricianuro potasico, se ensayaron 7 concentraciones
distintas comprendidas entre 3.0x107 y 1.0x10" mol-1"(-logC=2.52 a -log C=1.00).

Los resultados de estos ensayos se muestran en las Figuras 6.3 y 6.4.

500,0
400,0 -
300,0

200,0 -

Seiial (kHz)

100,0 -

0,0 I I I I I I I I 1
2,00 230 252 269 3,00 309 330 339 4,00

-LogC(KMnO,)(mol-I")

Figura 6.3: Influencia de la concentracion de KMnOs.
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Figura 6.4: Influencia concentracion K;Fe(CN)g.

La sefial mas elevada para una concentracion de 100.0 ppm de &cido tanico
correspondié a la concentracién 8.0x10* mol1” (-logC=3.09) para el KMnO, y
4.0x10? mol-1" (-logC=1.39) para el KsFe(CN)s. Por ello, se seleccionaron como

concentraciones optimas de cada uno de los oxidantes para los estudios posteriores.

6.3.2.2. Influencia del pH del medio de reaccion

Como ultimo ensayo para seleccionar el oxidante mas adecuado, se estudio la
influencia del pH del medio de reaccion. Para llevar a cabo este ensayo, se realizaron
mediante el montaje en flujo continuo descrito en la Figura 6.2, dos experiencias
independientes con cada uno de los oxidantes a la concentracién previamente

seleccionada.

Con ayuda de un pH-metro, se fueron ajustando potenciométricamente los
medios de reaccion con NaOH 1.0 mol-I" y con HCIO, 1.0 moll”', afiadiendo gota a

gota las cantidades necesarias de ambos reactivos para obtener diferentes pH del
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medio de reaccion que circulaba por el canal 2 y 3 del montaje en flujo continuo.
Con el KMnO, (8.0x10™ mol-I"") se probaron 14 valores de pH y en el caso del
K3Fe(CN)s (4.0x10? mol'l") se ensayaron 16 valores de pH, todos ellos
comprendidos entre 0.7 y 13.0.

Seglin los resultados del diagrama intensidad-pH de la Figura 6.5, se observa
que la capacidad del permanganato potésico para oxidar al &cido tanico se encontraba

favorecida en un medio francamente acido.

1500,0
1200,0 -
900,0 -
600,0 -
300,0 -
0,0 | | —————————————0—0—¢_
1,2 1,9 3,5 5,5 8,2 9,8 10,2
pH del medio

Figura 6.5: Variacion del pH del medio del reaccion con el KMnO,4 como oxidante.

Mientras que la fuerza oxidante del ferricianuro potasico aumentaba en medio

fuertemente bésico, como se muestra en la Figura 6.6.

350,0
300,0 -
250,0
200,0
150,0 -
100,0 -
50,0
0,0 —eo—o 4 *——¢ *——— T I \ \
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pH del medio
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Figura 6.6: Variacion del pH del medio con el K;Fe(CN)s como oxidante.
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Finalmente, segtn la intensidad de la sefial quimioluminiscente (Figuras 6.5 y
6.6) se selecciond como oxidante del nuevo sistema analitico para la determinacion
de 4cido tanico, el KMnO, a la concentraciéon de 8.0x10™ mol-1", debido a que para
una misma concentracion de 100.0 ppm de analito las sefiales analiticas obtenidas
con el permanganato potasico, eran 4.5 veces superior respecto a las alcanzadas con

el K3FG(CN)6.

6.3.3. Estudio de la influencia de la naturaleza del medio

Teniendo presente que la sefial quimioluminiscente se producia en un medio
acido, en el montaje descrito para los ensayos previos se estudio la influencia de la
naturaleza del medio en la reaccion de oxidaccion. Con este objetivo se estudiaron
los siguientes acidos: H,SO4, HNO;, HCIO4, H3PO4 y HCI todos ellos a la misma
concentracion 1.0 mol-1" y circulando por los canales 2 y 3 de la Figura 6.2. Este
ensayo se realizd6 empleando una disolucion acuosa de acido tanico 100.0 ppm. Los

resultados obtenidos quedan reflejados en la Figura 6.7.

1000,0
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800,0-

600,01

400,0-
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H,S0, HNO; HC104 H;POy4 HCl

Figura 6.7: Influencia de la naturaleza del medio acido.
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Con todos los medios se obtenian senales analiticas considerables salvo con
el 4cido fosforico que el valor alcanzado era menor, alin asi se decidid estudiar la
influencia de la variacion de la concentracion de cada uno de los medios en la

reaccion quimioluminiscente.

Para realizar este estudio se ensayaron 8 concentraciones distintas para cada
uno de los medios comprendidas entre 3.0x107> y 2.0 mol-l", empleandose una
disolucion acuosa de acido tanico de 100.0 ppm. Los resultados obtenidos se

representan en la Figura 6.8.

—&— Perclorico —— Nitrico —a— Sulfuirico
—8— Fosforico —X— Clorhidrico
1000,0 -
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200,0 - ’—"’/\*‘
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0,03 0,05 0,08 0,10 0,50 1,00 1,50 2,00
Concentracion medio (mol-l'l)

Figura 6.8: Variacion de la acidez en un intervalo de concentraciones comprendido

entre 3.0x107 y 2.0 mol‘l".

Como se observa en la Figura 6.8, todos los acidos se comportaban de manera
muy similar sobre todo desde 5.0x107 a 5x10" mol-I", tnicamente se diferenciaba
del resto el H;PO4, donde las sefiales obtenidas para una misma concentracion de

analito 100.0 ppm eran claramente menores.
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Posteriormente, se decidid variar nuevamente las concentraciones de los

medios salvo para el H3POy, puesto que la sefial quimioluminiscente era inferior.

Para esta experiencia se estudiaron 5 concentraciones distintas de cada uno de
los 4cidos comprendidas entre 3.0x10? y 5.0x10" mol'l’, empleandose una
disolucion acuosa de acido tanico de 100.0 ppm. Los resultados quedan reflejados en

la Figura 6.9.
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Figura 6.9: Variacion de la acidez en un intervalo de concentraciones comprendido

entre 3.0x10? y 5.0x10™" mol-1™.

Al igual que anteriormente, se observo un comportamiento muy similar para
todos los medios, obteniéndose senales analiticas mas elevadas con concentraciones

inferiores de los acidos.
A continuacion, se realizé un tercer estudio con el fin de poder seleccionar el

medio de reaccion adecuado para el desarrollo del nuevo sistema

quimioluminiscente.
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Para esta tercera experiencia se ensayaron 5 concentraciones distintas de cada
uno de los 4cidos comprendidas entre 5.0x10™ y 1.0x10"moll", empleandose al
igual que en los casos anteriores una disolucién acuosa de acido tanico de 100.0

ppm. Los resultados obtenidos quedan reflejados en la Figura 6.10.
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Figura 6.10: Variacion de la acidez en un intervalo de concentraciones

comprendido entre 5.0x107 y 1.0x10™" mol-I"".

A partir de los resultados de la Figura 6.10 fue dificil seleccionar el medio de
reaccion, debido a que con todos los acidos excepto con el HNO; las senales
analiticas alcanzaban valores muy préximos, con un maximo a una concentracion

8.0x10 mol-I™".
Finalmente, de los cinco medios de reaccion estudiados se descartaron el

H3PO4 y el HNO; (Figuras 6.8 y 6.10) y para el estudio de las siguientes variables se

preseleccionaron el H;SO4, HCI, HCIO4 a una concentracion 8.0x1072 mol-1™.
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6.3.4. Influencia de la temperatura

Para el estudio la influencia de la temperatura en la emision
quimioluminiscente, se sumergieron 2.0 metros de PTFE en un bafio de agua
termostatado a la salida de cada una de las confluencias de los canales 1-2 y 3-4,

correspondientes al montaje en flujo continuo descrito en la Figura 6.2.

Las temperaturas ensayadas fueron: 24.0°C (ambiente), 40.0°C, 60.0°C,
80.0°C, sin aumentar mas la temperatura para evitar el posible desprendimiento de

burbujas, por estar el sistema a temperaturas proximas a la de ebullicion.

Con cada una de las temperaturas y con los tres medios (H,SO4, HCI, HCIOy)
a la concentracion anteriormente seleccionada, se obtuvo un calibrado de acido

tanico (n=3).

Ordenada en 5
Medio Temperatura (°C) | Pendiente ) r
origen
24.0 12.17 -227.55 0.9924
40.0 16.64 -355.00 0.9826
HClO4
60.0 12.00 -133.50 0.9982
80.0 9.38 -55.71 0.9722
24.0 10.55 -202.00 0.9956
40.0 15.83 -374.50 0.9791
H,SO4
60.0 14.48 -219.50 1.0000
80.0 13.15 -154.50 0.9991
24.0 12.00 226.00 0.9931
40.0 13.69 -275.00 0.9875
HCl
60.0 11.98 -129.50 0.9970
80.0 7.94 -2.10 0.9289

Tabla 6.1: Influencia de la temperatura.
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Como se observa en la Tabla 6.1, ninguno de los 4cidos mostraba un excesivo
incremento de la pendiente a temperaturas mas elevadas, por esta razén se decidio
continuar trabajando a temperatura ambiente y estudiar la influencia de esta variable

posteriormente.

Terminado el proceso de preoptimizacion en el sistema en flujo continuo, la

composicion del mismo fue la siguiente:

Canal Disoluciones Caudal (ml'min™")

1 Disolucion acuosa de acido tanico 2.8

5 Medios de reaccion: 5 g
HC104/ H,SO4 /HCI 0.08 mol-I! '

; Medios de reaccion: 5 g
HCIO4/ H,SO4 /HCI 0.08 mol-1! '

4 KMnO, 8.00x10™ mol-1" 2.8

Tabla 6.2: Composicion final del sistema en flujo continuo.

6.4. ENSAYOS EN UN SISTEMA F.L.A.

6.4.1. Pruebas preliminares en un sistema F.L.A.

En primer lugar se disend un montaje F.ILA. lo mas parecido posible al
sistema en flujo continuo descrito en la Figura 6.2, de manera que en la celda de flujo
se mantuviesen las concentraciones finales de los reactivos optimizadas en la ensayos

previos.
El sistema F.ILA. constaba de 5 canales que con las dos confluencias se

reducian a tres, donde la muestra y el medio confluian antes de ser insertados en el

portador. El montaje por inyeccion en flujo empleado se muestra en la Figura 6.11.
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Figura 6.11: Montaje para los estudios previos en el sistema F.I.A.

Canal 1: Disolucién acuosa de acido tanico; Canal 2: Medio de reaccién que
confluye con la muestra; Canal 3: Portador; Canal 4: Medio de reaccion que
confluye con el oxidante; Canal 5: Oxidante; P: Bomba peristéltica; V: Vélvula de
inyeccion; L: Bucle de muestra (volumen de muestra 441.35 pl); C: Celda de flujo
en espiral; D: Detector (PMT: Tubo fotomultiplicador); R: Recoleccion, tratamiento

y presentacion de los resultados; W: Desecho.

6.4.1.1. Estudio de la naturaleza del medio de reaccion y del portador

Este ensayo se llevo a cabo con dos propositos: el primero de ellos consistia
en seleccionar definitivamente entre los posibles medios (H,SO4, HCl y HCIOy) el
mas adecuado para el desarrollo del nuevo sistema analitico y el segundo era estudiar

la naturaleza del portador.

Mediante el montaje de la Figura 6.11 y manteniendo constantes todas las
variables descritas en la Tabla 6.2, se hicieron confluir por el canal 2 y 4 cada uno de
los medios con la muestra antes de ser insertada en el portador y con el oxidante.
Ademas, se ensayaron dos clases de portador: agua desionizada o la propia

disolucion utilizada para ajustar el medio de reaccion.
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Con cada uno de los medios se realizaron dos calibrados de acido tanico entre

5.0 y 100.0 ppm; uno utilizando agua desionizada y otro el propio medio como

portadores.
Medio Portador Pendiente Ordenada en el origen r’
H;O 1.520 -16.449 0.9745
HClO,
HCl1O4 1.434 -15.666 0.9758
H,O 1.346 -16.891 0.9589
H,SO4
H,SO4 1.294 -16.178 0.9574
H,O 1.433 -14.520 0.9825
HCI
HCl 1.471 -16.059 0.9761

Tabla 6.3: Resultados de los calibrados con distintos medios y portadores.

Como se observa en la Tabla 6.3, las diferencias en cuanto a las pendientes
expresadas en ppm’ eran importantes pero no criticas. El valor més alto obtenido
(1.5203 ppm™), correspondié al medio HCIO, usando agua desionizada como
portador y el menor (1.2944 ppm™), se observd cuando el H,SO, actuaba
simultdneamente como medio de la reaccion y portador. Finalmente, se seleccion6
como medio para el desarrollo del nuevo sistema quimioluminiscente el HC1O4 8.0x

10 mol'I"' y como portador el agua desionizada.

Terminado el proceso de preoptimizacion del sistema F.ILA. la composicion

del mismo fue la siguiente:

Canal Disoluciones Caudal (ml'min™")
1 Disolucién acuosa de acido tanico 2.8
2 HC104 0.08 mol-1" 2.8
3 Portador (agua) 2.8
4 HC104 0.08 mol-1" 2.8
5 KMnO; 8.00x10™* mol-I"! 2.8

Tabla 6.4: Composicion del sistema F.I.A. preliminar.
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6.4.2. Optimizacion de las variables F.L.A.

Con los resultados de la preoptimizacion de las variables quimicas y con el
montaje de la Figura 6.11, se paso a optimizar las variables F.I.A. Esta optimizacion

se llevo a cabo mediante el método multivariante Simplex Modificado.

Las variables del sistema F.I.LA. que se incluyeron en el simplex, fueron:
volumen de acido tanico insertado (V), caudal de portador que circulaba por el canal
3 (Qy), caudal de medio de reaccion que fluia por el canal 4 y del oxidante que

circulaba por el canal 5 (Qy).

Otra posible variable seria la distancia entre la valvula de inyeccion y la celda
del detector, pero como el portador era agua y no existia reaccion entre el analito, no
era necesario un camino de reaccion, por esta razon, esta distancia se fijo en 50.0 cm,
correspondiente a la minima longitud para la conexion, evitando en la medida de lo

posible la dispersion de la muestra.

Durante todo el ensayo se mantuvieron constantes las variables quimicas
optimizadas anteriormente, descritas en Tabla 6.4. Los intervalos de cada variable

fijados para el primer simplex se recogen en la Tabla 6.5.

Variable Intervalo estudiado
Qi (ml'min™") 0.5-4.0
Q> (mlI'min™) 0.5-4.0
V (ub 109.6-1114.9

Tabla 6.5: Intervalo estudiados para cada variable en el primer simplex.
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En la Tabla 6.6, se muestran los resultados del primer simplex junto con las
sefales y las desviaciones estandar relativas obtenidas para cada vértice, tomadas
como la sefal media de 10 picos F.I.A. para 100.0 ppm de 4acido tanico. Con este
primer simplex se obtuvieron 16 vértices no nulos, entendiéndose como vértice nulo
cuando el programa proporciona algin parametro con un valor fuera de los limites

establecidos.

Vértice Q;(ml'min") Q,(ml'min")  V(ul) Sedal (kHz) dsr(%)

1 0.5 0.5 109.6 20.5 3.2
2 3.8 1.4 345.8 351.2 2.2
3 1.4 1.4 1054.6 158.5 3.0
4 1.4 3.8 330.8 31.1 2.1
5 2.2 2.2 582.0 116.6 1.5
6 3.8 3.8 1054.6 247.4 0.2
7 2.1 2.1 556.9 93.4 0.8
8 2.6 1.6 652.5 271.7 1.6
9 24 1.7 642.4 268.3 0.4
10 2.6 1.5 682.6 347.0 0.6
11 2.9 0.9 803.3 319.0 1.2
12 2.7 1.3 727.9 445.7 2.2
13 3.0 1.4 572.0 383.7 3.0
14 2.8 1.4 632.4 337.8 2.9
15 3.1 1.3 567.0 464.6 1.2
16 3.7 1.0 496.6 261.0 1.4

Tabla 6.6: Resultados del primer simplex. En negrita se destacan los vértices que

mayor emision quimioluminiscente presentaron.

Segun los resultados del primer simplex, se observd que las sefiales analiticas
mas elevadas (vértices 12 y 15) se obtenian para un caudal del portador (Q;) elevado,
velocidades de flujo pequefias para el oxidante y el medio de reaccion (Q3), y

volumenes grandes de &cido tanico insertado (V). Para refinar los resultados, se
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decidi6 realizar un segundo simplex reduciéndose los intervalos de cada variable
F.ILA. a la zona donde se habian observado los mejores vértices en el primer simplex.

Los nuevos intervalos fijados se muestran en la Tabla 6.7.

Variable Intervalo estudiado
Q; (mlI'min™) 1.9-4.0
Q; (ml'min™) 0.5-2.7
V (ul) 360.9-880.0

Tabla 6.7: Intervalos fijados de las variables F.I.A. para el estudio del segundo

simplex.

Los resultados de este segundo simplex, junto con las senales
quimioluminiscentes y las desviaciones estandar relativas obtenidas para cada vértice
tomadas como la sefial media de 10 picos F.I.A. para 100.0 ppm de 4cido ténico, se
pueden observar en la Tabla 6.8. Con este segundo simplex se obtuvieron 9 vértices

no nulos.

Vértice Q; (ml'min™) Q,(ml'min™) V (ul)  Senal (kHz) dsr(%)

1 1.9 0.5 360.9 263.0 0.5
2 3.8 1.1 476.6 458.3 1.5
3 24 1.1 833.4 545.0 2.9
4 24 2.6 476.6 172.5 0.8
5 2.5 1.0 557.0 466.3 0.5
6 2.7 1.2 546.9 549.9 1.8
7 3.0 1.1 617.3 506.4 3.6
8 4.0 1.8 880.0 828.2 0.7
9 2.6 1.0 572.0 5125 1.0

Tabla 6.8: Resultados del segundo simplex.
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Tras este estudio se selecciond el vértice 8, con un caudal de portador de 4.0
ml'min”, 1.8 ml'min™ para el oxidante y el medio de reaccion que confluye con el
mismo y un volumen de muestra insertado de 880 ul, porque de entre todas las
combinaciones posibles era el que ofrecia un mejor compromiso entre altura de pico

y repetitividad de la sefial quimioluminiscente para una serie de 10 picos F.I.A.

6.4.3. Precalibrado

Con los parametros F.ILA. optimizados y con las variables quimicas
establecidas anteriormente, se decidio realizar un calibrado de acido tdnico (n=9)
entre 1.0 y 100.0 ppm con el fin de seleccionar una concentracion adecuada de
trabajo, ya que, tras las anteriores optimizaciones la sefial inicial se habia

multiplicado por seis.

En la Figura 6.12 aparece representada la grafica intensidad-concentracion de
acido tanico, a partir de este momento se selecciond una concentracion de 25.0 ppm

de 4cido tanico para posteriores estudios.

1200,0 -
1000,0 -
800,0 -
600,0
400,0
200,0 -

0,0

y =0,0852x" + 1,5695x - 2,7829
R =1

Sefial (kHz)

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0

Concentracion (ppm)

Figura 6.12: Calibrado de 4cido tanico entre 1.0 y 100.0 ppm.
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6.4.4. Influencia de la presencia de agentes tensoactivos

Los medios organizados (normalmente agentes tensoactivos) pueden
aumentar la intensidad de la emision quimioluminiscente'®*'******* debido a que
protegen el analito y miminizan la pérdida de energia del estado excitado a otras
formas distintas a la emision radiante. Por este motivo, se ensayaron distintos tipos
de tensoactivos Triton X-100 (no idénico), sodio dodecilsulfato (SDS) (anionico),
cloruro de hexadecilpiridinio (HD) (catidonico) y [B-ciclodextrina que no es un
tensoactivo en sentido estricto, pero dadas sus caracteristicas estructurales puede
considerarse que actia como un medio organizado, capturando solutos en el interior

de las asociaciones moleculares anulares que forma en disolucion.

Dichos compuestos, se introdujeron en el sistema de la Figura 6.11 por el
canal 1 junto con la muestra (25.0 ppm de acido tanico) y en el canal 2 con el medio
de reaccion acido perclorico (8.0x10 mol-l™), y se ensayaron a una concentracion
proxima o ligeramente superior a la concentracion micelar critica (c.m.c.)*****!. Cabe
destacar que el hexadecilpiridinio no pudo ser ensayado porque precipitaba con el

medio de reaccion.

Las concentraciones ensayadas fueron: 2 mmol-I" para la S-ciclodextrina,
0.02 % (0.70 mmol-1™) para el sodio dodecilsulfato y 0.02 % (0.30 mmol-1™) para el
Triton X-100.

Las senales obtenidas en presencia del tensoactivo se compararon con la sefial

de referencia, que correspondia a la emision quimioluminiscente en ausencia del

mismo. En la Figura 6.13 quedan reflejados los resultados.
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Figura 6.13: Influencia de la presencia de tensoactivos.

Como se observa en la Figura 6.13, con ninguno de ellos se produjo un
aumento significativo en la emision quimioluminiscente, Uinicamente con el sodio
dodecilsulfato se increment6 en un 11% la sefial analitica respecto a la de referencia
(sin tensoactivo), pero este aumento no compensaba su utilizacion. Considerando

estos hechos, no se incluyeron tensoactivos en el sistema quimioluminiscente.

6.4.5. Influencia de la presencia de sustancias sensibilizadoras

En ciertas reacciones quimioluminiscentes>>'>>'**% ~se han utilizado
compuestos fluoréforos como reactivos para la transferencia de energia, en donde el
sensibilizador actia como aceptor fluorescente responsable de la emision final,

convirtiendo los métodos quimioluminiscentes directos en indirectos.

Las sustancias sensibilizadoras ensayadas fueron: acetona, acetonitrilo,
mezcla acetona/acetonitrilo, etanol, dioxano, sulfito soédico, acido férmico, sulfato de
quinina, 8-hidroxiquinoleina (oxina), dimetilformamida, naranja de acridina,

rodamina 6G y rodamina B.
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El estudio de la influencia de la presencia de los sensibilizadores se llevo a
cabo mediante el montaje de la Figura 6.11, introduciendo el sensibilizador en el
canal 1 disuelto con la muestra (25.0 ppm de acido tanico) y en el canal 2 disuelto
con el medio de reaccién acido HC1O, (8.0x10 mol1™"). Las rodaminas 6G y B no
se pudieron probar, ya que cuando se preparaban junto con el acido perclorico

precipitaban.

Cada uno de ellos se prepard a la concentracion indicada en la Tabla 6.9 y se
compararon las sefiales analiticas obtenidas en presencia del sensibilizador con la de
referencia, que correspondia a la emision quimioluminiscente en ausencia del mismo.

En la Tabla 6.9 quedan reflejados los resultados obtenidos.

Sensibilizador Blanco Seiial (kHz) Seial-Blanco (kHz)
Referencia (sin sensibilizador) 0.0 76.4 76.4
Oxina 5.0x10™ mol-l” 257.0 1030.5 773.5
Acetona 0.5% 0.0 67.1 67.1
Acetona 0.5%/ Acetonitrilo 20.0% 0.0 34 34
Acetonitrilo 20.0% 0.0 3.6 3.6
Dimetilformamida 5.0% 0.0 57.0 57.0
Dioxano 5.0% 2.1 94.1 92.0
Etanol 20.0% 1.3 178.0 176.7
HCOOH 0.5% 2.4 127.8 125.4
HCOOH 5.0% 5.6 232.0 226.4
Naranja de acridina 5.0x10* mol'lI"  33.1 187.2 154.1
Sulfato de quinina 5.0x10” mol-I" 8.9 299.1 290.2
Sulfito sodico 1.0x10™ mol-1™! 6.4 104.0 97.6

Tabla 6.9: Estudio de la influencia de los sensibilizadores.
Se descartaron aquellos fluoréforos que inhibian la sefial quimioluminiscente

como: la acetona, acetonitrilo, acetona/acetonitrilo y dimetilformamida, y se

seleccionaron los sensibilizadores que incrementaron en mas de un 150% la sefial
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analitica respecto a la de referencia, como la oxina, el acido férmico 5.0% y el
sulfato de quinina, que aumentaron en un 912.43%, 196.33% y 279.84%

respectivamente la emision quimioluminscente.

Con el fin de seleccionar el sensibilizador mas adecuado para el desarrollo del
nuevo sistema analitico, se realizO un calibrado de acido tanico de seis
concentraciones comprendidas entre 1.0 y 60.0 ppm con cada uno de los fluoréforos,

a la concentracion indicada en la Tabla 6.9.

De los tres posibles sensibilizadores se selecciond el sulfato de quinina,
porque como se observa en la Figura 6.14 mostraba un comportamiento lineal para
un amplio intervalo de concentraciones y mejoraba la sensibilidad para
concentraciones bajas de analito respecto al acido formico, y aunque las sefiales
analiticas se incrementaba con la oxina, se descartd debido a que presentaba un

blanco muy elevado.

—=— Sulfato de quinina — @— Oxina —-&— Ac. Formico

2500,0
2000,0
1500,0
1000,0
500,0
0,0

Sefial (kHz)

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0
C(Acido tanico)(ppm)

Figura 6.14: Calibrados con oxina, dcido formico y sulfato de quinina.
Una vez seleccionado el sensibilizador, se procedi6 a estudiar la

concentracion mas adecuada del mismo. Con este proposito se varido la

concentracion del sulfato de quinina en un intervalo comprendido entre 4.0x10 y
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8.0x10™ mol'l" y se realizd un calibrado para cada una de las concentraciones de
sensibilizador entre 1.0 y 30.0 ppm de 4cido tanico. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 6.10.

Sensibilizador C (mol'l'") Pendiente Ordenada en el origen r’
4.0x10™ 8.863 -6.865 0.9975
5.0x10™ 10.041 -4.921 1.0000

Sulfato quinina 6.0x10™ 11.518 -5.411 0.9982
7.0x10™ 13.403 0.995 0.9995
8.0x10™ 13.181 0.959 0.9993

Tabla 6.10: Estudio de la concentracion de sulfato de quinina.

Atendiendo al criterio de sensibilidad, se selecciond como concentracion

6ptima de sulfato de quinina 7.0x10™ mol‘l™".

Finalmente, se ensayaron diversas vias de introducir el sensibilizador en el
montaje descrito en la Figura 6.11. Las posibles combinaciones quedan reflejadas en
la Tabla 6.11. Cabe destacar que la quinina no se podia ubicar en el canal 4 con el
medio acido perclérico, ya que al confluir con el oxidante, el sulfato de quinina

reaccionaba con el permanganato potasico consumiendo el mismo.

Combinaciones
Canal 1: Muestra + Quinina 7.0x10™* mol-1"!
Canal 2: HCIO, 8.0x10™ mol"'+ Quinina 7.0x10™* mol-1"!
2 Canal 3: Portador (agua + Quinina 7.0x10™* mol'1™")
Canal 1: Muestra + Quinina 7.0x10™ mol-1"
3 Canal 2: HCIO4 8.0x10 mol‘l"'+ Quinina 7.0x10™* mol-1"
Canal 3: Portador (agua + Quinina 7.0x10™ mol-1™)
Tabla 6.11: Estudio de la ubicacion del sensibilizador en el sistema F.I.A. propuesto.
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Con cada una de las combinaciones se realizé un calibrado de acido tanico
(n=5) entre 1.0 y 30.0 ppm. Los resultados de dichos calibrados se recogen en la

Tabla 6.12.

Ordenada 5
Combinacion Pendiente r Observaciones
en el origen
1 11.148 1.303 0.9983
No detecta 1.0-5.0 ppm
2 23911 -90.632 0.9905
Picos dobles
3 8.147 2.739 0.9951 Linea base inestable

Tabla 6.12: Calibrados con las tres combinaciones.

De acuerdo con los resultados de la Tabla 6.12, se selecciondé como 6ptima la
combinacion 1, donde el sensibilizador se disolvia en la muestra (canal 1) y en el

medio acido perclérico (canal 2) del montaje de la Figura 6.11.

6.4.6. Influencia de la temperatura

La influencia de la temperatura en el sistema analitico se estudio
introduciendo diversas partes del montaje en un bafo termostatado y ensayandose

dos configuraciones distintas:

1) Calentando el oxidante y el medio de reaccion que confluye con el
mismo, para ello se sumergieron 2.0 metros de tubo de PTFE a la salida de la
confluencia de los canales 4-5 en un bafio termostatado.

2) Calentando el portador, la muestra insertada, el oxidante y el medio de
reaccion que confluia con el permanganato potasico. Para calentar el portador se
introdujeron 2.0 metros de tubo PTFE en el bafio termostatado y por ultimo para
termostatizar el volumen de muestra, se introdujo en el bafio el bucle externo de la

valvula de inyeccion.
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Las diferentes configuraciones ensayadas se encuentran detalladas en la

Figura 6.15.

Primera Configuracion
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Figura 6.15: Configuraciones para el estudio de la temperatura.

Canal 1: Disolucién acuosa de acido tanico y sulfato de quinina.

Canal 2: Disolucion que confluye con la muestra para ajustar el medio de reaccion

(HCIO4y sulfato de quinina).

Canal 3: Portador (Agua).

Canal 4: Disolucion de HCIO4 que confluye con el oxidante.

Canal 5: Oxidante.

P: Bomba peristaltica; V: Vélvula de inyeccion; L: Bucle de muestra; B: Bafio

termostatado; C: Celda de fluyjo en espiral; D: Detector (PMT: Tubo

fotomultiplicador); R: Recoleccion, tratamiento y presentacion de los resultados; W:

Desecho.
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Las temperaturas ensayadas fueron: 24.0°C (ambiente), 40.0°C, 60.0°C,
80.0°C, no se estudiaron temperaturas superiores a 80.0°C para evitar el posible
desprendimiento de burbujas al estar el sistema a temperaturas proximas a la de

ebullicion.

En la Figura 6.16 aparecen representadas las sefiales obtenidas para 20.0 ppm

de 4cido tdnico con ambas configuraciones y para cada una de las temperaturas

ensayadas.
—&— Configuracion 1 —— Configuracion 2
500,0
S
=
ot
— 400,0 -
=
=
%]
7!
300,0 T T T T T 1
20 30 40 50 60 70 80

Temperatura (°C)

Figura 6.16: Estudio de la influencia de la temperatura.

Tomando la temperatura ambiente (24.0°C) como referencia, se observo que
la sefial analitica se incrementaba al aumentar la temperatura del sistema,

presentando un maximo a 60.0°C con la segunda configuracion.

Finalmente, se seleccion6 para el desarrollo del nuevo sistema analitico la
segunda configuracion, calentando a 60.0°C el portador, la muestra a insertar, el
oxidante y el medio de reaccién que confluia con el permanganato potasico, ya que
para una misma concentracion de acido tdnico la emisién quimioluminiscente era

mayor respecto a la obtenida con la primera configuracion.
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Terminado el proceso de optimizacion, el sistema F.ILA. preliminar
desarrollado para la determinacion de acido tanico por quimioluminiscencia directa,

queda reflejado en la Figura 6.17.
Figura 6.17: Montaje F.1.A prelimnar.
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Canal 1: Disoluciéon acuosa de acido tanico; sulfato de quinina 7.0x10* molI™".
Canal 2: Disolucién que confluye con la muestra para ajustar el medio de reaccion
HCIO4 8.0x107 mol‘l'l; sulfato de quinina 7.0x10* mol-I"'.

Canal 3: Portador (agua) (4.0 ml'min™).

Canal 4: Disoluciéon de HCIO, 8.0x10 mol-I" que confluye con el oxidante (1.8
ml-min™).

Canal 5: Disolucién de KMnOy4 8.0x10™ mol-I"' (1.8 ml'min™).

P: Bomba peristaltica.

V: Valvula de inyeccion.

L: Bucle de muestra termostatado a 60.0°C.

L1y L2: Longitud del tubo de PTFE introducido en el bafio termostatado a 60.0°C.
B: Bafio termostatado a 60.0°C.

C: Celda de flujo en espiral.

D: Detector (PMT: Tubo fotomultiplicador).

R: Recoleccion, tratamiento y presentacion de los resultados.

W: Desecho.

6.5. SELECCION DEL MONTAJE F.I.A. OPTIMO
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Se estudi6 una posible simplificacion del montaje F.I.A. propuesto en la
Figura 6.17. Esta modificacion consistid en unificar los canales 1 y 2 para
convertirlos en un soélo canal donde la muestra, el medio de reaccion y el
sensibilizador se preparaban conjuntamente, siendo necesario adecuar las variables
quimicas, para que en la celda se mantuviesen las concentraciones de los reactivos
optimizadas. El montaje resultante de la modificacion del sistema F.I.A. preliminar

(Figura 6.17) se encuentra descrito en la Figura 6.18.

|

= S

L v

3 = L2

P — éH/VV\/
B

Figura 6.18: Modificacion del montaje F.I.A. preliminar.
Canal 1: Disolucién de acido tanico; sulfato de quinina 7.0x10* mol1" ; HCIO,
4.0x10™ mol-I"".
Canal 2: Portador (agua) (4.0 ml'min™).
Canal 3: HCIO, 8.0x107 mol-1™ (1.8 ml'min™).
Canal 4: KMnO, 8.0x10™* mol-1™ (1.8 ml'min™).
P: Bomba peristaltica; V: Valvula de inyeccion; L: Bucle de muestra; L1 y L2:
Longitud de tubo de PTFE introducido en le bafio termostatado; B: Bafio
termostatado a 60.0°C; C: Celda de flujo en espiral; D: Detector (PMT: Tubo
fotomultiplicador); R: Recoleccion, tratamiento y presentacion de los resultados; W:
Desecho.

Con el proposito de seleccionar la configuracion F.ILA. 6ptima, se realizé un

calibrado de 4cido tdnico entre 1.0 y 20.0 ppm con cada uno de los montajes
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descritos en las Figuras 6.17 y 6.18. Los resultados de esta experiencia quedan

reflejados en la Tabla 1.13.

Montaje Pendiente Ordenada en el origen r
Figura 6.17 12.649 37.341 0.9438
Figura 6.18 22.952 12.917 0.9851

Tabla 6.13: Seleccion del montaje F.I.A.

Atendiendo al criterio de sensibilidad y segun los resultados de la Tabla 6.13
se selecciond el montaje F.I.A. descrito en la Figura 6.18, ya que la pendiente del
calibrado obtenida era mucho mayor. A partir de este momento en un mismo canal se

preparaban conjuntamente la muestra, el acido perclérico y el sensibilizador.
6.6. REOPTIMIZACION DE LAS VARIABLES QUIMICAS

Una vez seleccionado el montaje F.ILA., se procedid a reoptimizar las
variables quimicas mediante el método univariante, empleando el montaje descrito
en la Figura 6.18.

De este modo se reoptimizaron las siguientes variables:

» Concentracion de HC1O;4 en el canal 3.

» Concentracion de KMnO.

> Concentracion de HC1O,4 en el canal 1.

» Concentracion de sulfato de quinina.

6.6.1. Reoptimizacion de la concentracion de HCIOy en el canal 3
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Para la reoptimizacién de la concentracion de acido percldrico en el canal 3
de la Figura 6.18, se ensayaron 7 concentraciones distintas del HC104 comprendidas
entre 5.0x107 y 9.0x10? mol‘l”", seleccionandose como concentracion 6ptima la que
proporciond una mayor sefial analitica para 10.0 ppm de 4cido tanico. Los resultados

de esta experiencia se muestran en la Figura 6.19.

700,01

600,04
5093 so18 o
b

500,0- 373 31,7

390,5
400,04 3553

300,0-

Seiial (kHz)

200,0-
100,0+

0,0 T T T T T T
0,050 0,055 0,060 0,070 0,075 0,080 0,090
Concentracion HCIO,( mol-rl)

Figura 6.19: Reoptimizacion de la concentracion de HC1O4 en el canal 3.

Para asegurar una mayor reproducibilidad se selecciondé como concentracion
optima 0.070 mollI"' para el medio de reaccion que confluye con el permanganato
potasico por el canal 3, aunque las maximas sefales se obtuvieron para una

concentracién de 4cido perclorico 0.060 mol-1™.

6.6.2. Reoptimizacion de la concentracion de KMnQy
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A continuacion se reoptimizo la concentracion de oxidante, variable critica

en los procesos quimioluminiscentes.

Para llevar a cabo este estudio, se obtuvieron las sefales analiticas para 10.0
ppm de acido tanico con las siguientes concentraciones de permanganato potasico:

6.0x10*, 6.5x10™, 7.0x10™, 7.5x10™, 8.0x10™*, 8.5x10*, 9.0x10™* mol-I"".

Como se puede apreciar en la Figura 6.20, la maxima emision
quimioluminiscente obtenida para una misma concentracion de analito se encontraba
comprendida entre 6.5x10™y 7.5x10™ molI"' (-logC=3.18 y -logC=3.12), por tanto,
el valor elegido para la concentracion de oxidante que confluye con el HCIO4 0.07

moll" por el canal 4 fue 7.0x10™ mol-I" (-logC=3.15).

340,0 -
320,0 -
300,0 -
280,0 -
260,0 -
240,0 -
220,0 -
200,0

Seiial (kHz)

322 3,18 3,15 3,12 3,09 3,07 3,04
-logC(KMnO,)( molI")

Figura 6.20: Reoptimizacion de la concentracion deKMnOs.

6.6.3. Reoptimizacion de la concentracion de HCIOy4 en el canal 1

- 270 -



Determinacion de acido tanico por quimioluminiscencia directa

La reoptimizaciéon de la concentracion del HCIO4 en el canal 1 que se
encontraba junto con la muestra y el sensibilizador se llevo a cabo de manera analoga
a la del acido percldrico en el canal 3. Se obtuvieron las sefales analiticas para 10.0
ppm de acido tanico con siete concentraciones distintas de HCIO4 comprendidas

entre 2.0x107 y 5.0x107 mol-I"".

700,04
600,0- 518,6 511,9 511,3 482,8
500,01| 4097 4153
400,04
300,04
200,04
100,04
0,0-

4573

Sefial (kHz)

0,020 0,025 0,030 0,035 0,040 0,045 0,050

Concentracién(HClO4)(mol-l'l)

Figura 6.21: Reoptimizacion de la concentracion de HC1O4 en el canal 1.

La Figura 6.21 indica que en el intervalo comprendido entre 0.030 y 0.040
mol-1” para una misma concentracion de analito, las sefiales analiticas se encontraban

practicamente en una meseta.

Con el fin de establecer las condiciones Optimas, se escogieron las
concentraciones de acido (0.030 y 0.035 mol1') que habian presentado sefales
analiticas mas elevadas y con cada una de ellas se calcul6 la desviacion estandar
relativa para una serie de 10 picos F.ILA. Los resultados obtenidos fueron 1.07 y
0.99% respectivamente, por tanto, la concentracion seleccionada de HCIO4 en el
canal 1 fue 0.035 molI"",

6.6.4. Reoptimizacion de la concentracion de sulfato de quinina
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Por ultimo, se reoptimizd la concentracion del sensibilizador sulfato de
quinina que se encontraba en el mismo canal junto con el analito y el HCIO4. Con
este fin, se ensayaron concentraciones del sensibilizador comprendidas entre 6.0x10™
y 9.0x10* mol-1”. Las concentraciones y las sefiales obtenidas para 10.0 ppm de

acido tanico se encuentran detalladas en la Tabla 6.14.

Aunque los valores obtenidos eran muy similares para todo el intervalo
estudiado, se selecciond6 como concentracion Optima para el sulfato de quinina
7.5x10* moll" (-logC=3.12), porque en estas condiciones la emision

quimioluminiscente se incrementaba ligeramente.

C(Quinina) (mol-I'") Seial (kHz)
6.0x10™ 503.7
6.5x10* 539.0
7.0x10™ 552.6
7.5x10™ 576.3
8.0x10™ 562.8
8.5x10™ 563.2
9.0x10™ 554.7
Tabla 6.14: Valores obtenidos en la reoptimizacion de la concentracion del
sensibilizador.
600,0 -
®
T 550,0 -
=
=
;%:, 500,0 -
450,0

3,22 3,18 3,15 3,12 3,09 3,07 3,04
-logC (Quinina) (mol1™)

Figura 6.22: Influencia de la concentracion de sensibilizador en la emision

quimioluminiscente, segin los valores de la Tabla 6.14.

6.7. SISTEMA F.ILA. OPTIMIZADO
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De acuerdo con todos los resultados expuestos hasta el momento, la
configuraciéon del sistema F.[LA. para la determinaciéon de 4cido tdnico por

quimioluminiscencia directa fue la siguiente:

P

c
L v L
[ rer
3 = L2

I Y

’

W
Figura 6.23: Configuracion definitiva del sistema F.I.A.

Canal 1: Disolucion de acido tanico; sulfato de quinina 7.5x10™ molI"'; HCIO,
3.5x107 mol-I".

Canal 2: Portador (agua) termostatado a 60.0°C (4.0 ml'min™).

Canal 3: HCIO, 7.0x10” mol-1™ (1.8 ml'min™).

Canal 4: KMnO, 7.0x10™ moll"" (1.8 ml'min™).

P: Bomba peristéltica.

V: Vilvula de inyeccion.

L: Volumen de muestra insertado termostatado a 60.0°C (880 ul).

L*: Longitud que afecta a la dispersion de la muestra en el portador (50.0 cm).

L1 y L2: Longitud de tubo de PTFE (2.0 metros) introducido en el bafio
termostatado a 60.0°C.

B: Baiio termostatado a 60.0°C.

C: Celda de flujo en espiral.

D: Detector (PMT: Tubo fotomultiplicador).

R: Recoleccidn, tratamiento y presentacion de los resultados.

W: Desecho.

6.8. APLICACIONES ANALITICAS
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Tras la optimizacion del sistema del sistema F.I.A. y con el montaje descrito
en la Figura 6.23, se procedi6 a estudiar las caracteristicas analiticas del sistema:
intervalo de linealidad, repetitividad, velocidad de insercidn, limite de deteccion,
reproducibilidad y robustez quimica (denominada seguridad de la reaccion en la
bibliografia), para finalmente aplicar el método F.I.A. propuesto a la determinacion

de acido tanico por quimioluminiscencia directa en muestras reales.

6.8.1. Estudio del intervalo de linealidad

El intervalo de linealidad se establecid6 ensayando un total de 10
concentraciones de acido tanico comprendidas entre 0.1 y 60.0 ppm. El intervalo
completo presentaba el comportamiento correspondiente a una ecuacion de segundo
grado S=-0.4632C*+31.798C-12.521 con un coeficiente de correlacion 0.9946,
donde la sefial quimioluminiscente se expresada en kHz y la concentracion de acido
tanico en ppm. El calibrado resultd lineal entre 0.5 y 20.0 ppm como puede

observarse en la Figura 6.24.

800,0 -
S =31,936C(ppm) + 12,792

< 6000

s R*=0,9991

=

= 400,0 -

]

=

%3

£ 200,0 -

0,0 1 1 T T |
0,0 5.0 10,0 15,0 20,0

C(Acido tanico)(ppm)

Figura 6.24: Calibrado de 4cido tanico en el intervalo de linealidad.
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800,0 - 20,0 ppm
700,0 -
600,0 -
500,0 10,0 ppm

400,0

Sefial (kHz)

5,0
300,0 - b

200,0 -
0,5 ppm 1’0 ppm

100,0

0,0 - -Il.n_,_n.ll.“.n.l‘-..i

575 1075 1575 2075 2575 3075 3575 4075

Tiempo (segundos)

Figura 6.25: Fiagrama de un calibrado de 4cido tanico entre 0.5 y 20.0 ppm.

6.8.2. Estudio de la repetitividad y de la frecuencia de insercion

El estudio de la repetitividad y de la frecuencia de insercion se establecio
empiricamente a partir de una serie de 25 inserciones consecutivas de acido tanico de

5.0 ppm. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.15.

¢ . Repetitividad (n=25 Frecuencia de insercion
C(Acido tanico ) (ppm) i (dsr %)( ) (muestras-h™)
5.0 2.1 54

Tabla 6.15: Repetitividad y frecuencia de insercion.
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350,0 -
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250,0
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Figura 6.26: Fiagrama del estudio de la repetitividad 5.0 ppm de 4cido tanico.

6.8.3. Limite de deteccion

El limite de deteccion se establecido como la minima concentracion de analito,

en este caso acido tanico, detectable por el método analitico propuesto.

Este parametro analitico se consiguid, disminuyendo la concentracion de
analito hasta llegar a la minima concentracién cuya sefial analitica era igual o
superior al promedio de la sefal de 10 inserciones de blanco mas dos veces la

desviacion estandar del blanco. El limite de deteccion obtenido de este modo fue 0.1

ppm (100 ppb).
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6.8.4. Reproducibilidad

Para llevar a cabo el estudio de la reproducibilidad del método analitico, se
realizaron cinco calibrados de acido tanico en distintos dias y con disoluciones de
cada uno de los reactivos recién preparadas, obteniéndose las respectivas ecuaciones
de las rectas de calibrado. El intervalo de concentraciones estudiadas de acido tanico

estuvo comprendido entre 0.5 y 20.0 ppm.

Posteriormente, se calcul6 el promedio y la desviacion estdndar relativa de los
valores de las pendientes de la rectas. El valor medio obtenido de la pendiente para
los cinco calibrados fue de 31.2066 ppm™ con una desviacion estandar relativa de
4.4%. Los valores numéricos de las rectas de calibrado se encuentran detallados en la

Tabla 6.16.

2

Pendiente Ordenada en el origen r
29.422 30.156 0.9796
30.019 18.439 0.9882
32.119 7.786 0.9930
32.537 23.412 0.9800
31.936 12.792 0.9991

Tabla 6.16: Reproducibilidad entre dias con disoluciones recién preparadas.

6.8.5. Estudio de la robustez quimica

El estudio de la robustez o reproducibilidad quimica (también denominada
seguridad de la reaccion segin la bibliografia), se realizd con el fin de comprobar
que la utilizacién de tres de los reactivos empleados en el desarrollo del trabajo
procedentes de distintas casas comerciales, no afectaba significativamente a la sefial
quimioluminiscente. En la Tabla 6.17, se describen los distintos reactivos y las casas

comerciales utilizadas para el estudio de la reproducibilidad quimica.
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Reactivos Casa Comercial
Panreac
HCI1O,4
U.C.B.
Panreac
KMI’IO4
Probus
o Guinama
Sulfato de quinina
Scharlau
Acido tanico Guinama

Tabla 1.17: Reactivos y casas comerciales empleadas.

Con estos reactivos se prepararon diversas disoluciones, para obtener todas
las posibles combinaciones entre los componentes responsables de la emision

quimioluminiscente.

A continuacion, se midié la sefial analitica para 6.0 y 12.0 ppm de acido
tanico y se calculo el error relativo respecto a la sefial de referencia (obtenida con los
reactivos empleados durante el trabajo), asi como la reproducibilidad entre los
valores de la sefial de todas las combinaciones obtenidas durante el ensayo. Los

resultados pueden observarse en la Tabla 6.18.

Como se muestra en la Tabla 6.18, en ningin caso se perdid la sefal
quimioluminiscente y la desviacion estandar relativa de la media de las sefiales con
6.0 y 12.0 ppm de acido tanico fueron 6.1 % y 4.6 % respectivamente. Se puede
afirmar, pues, que se trata de un método quimicamente robusto o dicho con otras

palabras, la seguridad del procedimiento analitico es adecuada.
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Er(%) Er(%)
6.0 ppm 12.0 ppm

N° Combinacion reactivos

HCIO4 Panreac/KMnQOy4 Panreac/ Quinina Guinama/

i Ref* Ref*
AT Guinama
, HCIO4 Panreac/KMnOy4 Probus/ Quinina Guinama/ 10 95
AT Guinama
HCIO4 Panreac/KMnQOy4 Panreac/ Quinina Scharlau/
3 AT Guinama - o
. HCI1O4 Panreac/KMnOy4 Probus/ Quinina Scharlau/ 05 0.7
AT Guinama
HCI104 U.C.B./KMnQOy Probus/ Quinina Scharlau
> AT Guinama > e
HCI104 U.C.B./KMnOQOy4 Panreac/ Quinina Guinama/
6 AT Guinama o o
; HClO4 U.C.B./KMnOjy Probus/ Quinina Guinama/ 125 81
AT Guinama
HCI104 U.C.B./KMnQOy4 Panreac/ Quinina Scharlau/ 148 116
AT Guinama

Tabla 6.18: Estudio de la robustez quimica para 6.0 y 12.0 ppm de acido tanico. En
negrita se muestran las casas comerciales, distintas a las de referencia, empleadas en
cada caso; N° Numero de combinaciones; Ref*: Referencia (sefial obtenida con los

reactivos empleados en todo el trabajo).

6.8.6. Estudio de interferentes

Antes de proceder a la aplicacion del método quimioluminiscente
desarrollado a la determinacion de acido tanico en muestras reales, se efectué un
estudio de la influencia que podian tener sobre la sefial analitica, sustancias que

pueden acompanar al 4cido tanico en los distintos tipos de muestras analizadas por el
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método analitico propuesto como preparaciones farmacéuticas, formulaciones

galénicas, orina humana y aguas superficiales.

Para el estudio de los interferentes se modifico el montaje descrito en la
Figura 6.23, adicionando un canal més por el que fluia la disolucion acuosa de
interferente, para confluir posteriormente mediante una conexion en punta de flecha
con la disolucién de acido tanico preparada en medio acido y en presencia del
sensibilizador. Ademas, fue necesario adecuar las variables quimicas para que en la

celda de flujo se mantuvieran las concentraciones optimizadas de cada reactivo.

Por tanto, se prepararon disoluciones que contenian 10.0 ppm de &cido tanico
y se hicieron confluir con disoluciones de concentraciones de interferente superiores,

teniendo en cuenta la proporcion en la que aparecen en las muestras reales.

Se obtuvieron un minimo de 6 inserciones para cada interferente estudiado y
se compar6 con la sefial analitica de referencia obtenida con acido tanico 10.0 ppm
sin adicionar ningun interferente (fluyendo por el canal auxiliar exclusivamente agua
desionizada), considerando que la sustancia no interferia cuando ocasionaba errores

relativos inferiores al 3 6 4 % respecto a la disolucion patron de &cido tanico.

El presente estudio de interferentes se dividid en tres grupos de compuestos:
en primer lugar se ensayaron algunos componentes presentes en la matriz de orina
humana como cationes, aniones inorgéanicos, asi como la glucosa y el 4cido galico
que son los metabolitos resultantes de la degradacion del 4cido tanico en el

. 2
organismo humano®>’

En segundo lugar se consider6 la influencia de especies como metales
pesados o iones inorgdnicos presentes en aguas superficiales. Por ultimo se
estudiaron diversas sustancias que pueden acompafiar al acido tanico en
formulaciones farmacéuticas y preparaciones galénicas como principios activos,

excipientes y conservantes.

- 280 -



Determinacion de acido tanico por quimioluminiscencia directa

En la Tabla 6.19 se agrupan los resultados para algunos de los componentes
de la orina humana estudiados. En la Tabla 6.20 y 6.21 se muestran los resultados
obtenidos para las especies ensayadas presentes en aguas superficiales y en Tabla
6.22 aparecen las sustancias empleadas para el estudio de interferentes en

preparaciones farmacéuticas y galénicas, junto con los errores obtenidos en cada

caso.
Interferente Concentracion (ppm) Er(%)
Acido gélico 20.0 1.6
Calcio (Ca(NOs3)2:3H,0) 200.0* -1.6
Cloruro (KCI) 200.0* -3.0
Fosfato (KH,PO4) 100.0 -2.9
Glucosa 100.0 2.9
Magnesio (Mg(NO3),.6 H,O) 200.0* 0.9
Potasio (KNOs) 126.0%* 2.0
Sodio (NaNO3) 200.0* 1.0
Sulfato (Na,SO4-10 H,O) 100.0 -2.1

*Concentracion maxima ensayada.
Tabla 6.19: Estudio de posible interferentes en orina humana. Entre paréntesis

aparece la sal utilizada.

Interferente Concentracion (ppm) Er(%)
Cloruro (KCI) 200.0* -3.0
Fosfato (KH,POj) 100.0 -2.9
Nitrato (KNO3) 200.0* 2.0
Sulfato (Na,SO4-10 H,O) 100.0 -2.1

* Concentracion maxima ensayada
Tabla 6.20: Estudio de posibles aniones presentes en aguas superficiales. Entre

paréntesis aparece la sal utilizada.
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Interferente Concentracion (ppm) Er(%)
Aluminio (AI(NO;)3-9 H,0) 200.0* -0.8
Cadmio (Cd(NOs3),-4 H,0) 200.0%* -2.8
Calcio (Ca(NOs),23 H,0) 200.0* -1.6
Cobalto (Co(NO3),-6 H,0) 200.0* -3.7
Cobre (Cu(NOs)2'3 H,0) 20.0 -1.5
Hierro (Fe(NO3)3°9 H,0) (1) 1.0 3.5
Magnesio (Mg(NOs3),-6H,0) 200.0* 0.9
Mercurio (Hg(NOs3),-H,0) 20.0 1.5
Niquel (Ni(NO3),-6H,0) 200.0%* 1.7
Sodio (NaNO3) 200.0%* 1.0

* Concentracion maxima ensayada.

Tabla 6.21: Estudio de posibles cationes presentes en aguas superficiales. Entre
paréntesis aparece la sal utilizada.

(1) Era de destacar la interferencia del hierro, probablemente por la formacion de

complejos con el 4cido tanico de elevada estabilidad (segiin datos bibliograficos®*)

Tabla 6.22: Estudio de posible interferentes en preparaciones farmacéuticas y

galénicas.

Interferente Concentracion (ppm) Er(%)
Acido bérico 200.0* 2.8
Acido citrico 200.0* -3.6
Acido picrico 200.0* -3.5
Acido salicilico 1227.0% 0.6
Alcohol de romero 926.0* -2.7
Benzocaina (2) 10.0 2.3
Bromuro magnésico (1) 1.0 22.7
Calamina 200.0* -1.5
Citrato sodico 200.0* -1.3
Cloruro de benzalconio 200.0%* 1.9
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Continuacion Tabla 6.22.

Interferente Concentracion (ppm) Er(%)
Cloruro de magnesio 100.0 -2.3
Cloruro de zinc 100.0 0.9
Dexametazona 50.0 0.7
Difenhidramina 100.0 -4.0
Etanol 10% 100000 14.0
Fenol 20.0 1.2
Glicerina 300.0 -1.9
Hidrocortisona 100.0* 1.7
Ioduro potasico 50.0 -4
Mentol 100.0 -0.2
Metilparaben 1.0 -4.1
Nicotinamida 200.0 * -0.1
Novocaina (2) 1.0 2.6
Oxido de magnesio 200.0* 1.8
Oxido de zinc 200.0* -2.0
Sacarosa 200.0* 1.3
Sal de aluminio-potasio-sulfato 200.0* -0.8
Sulfanilamida 50.0 -3.0
Sulfatiazol (2) 1.0 -2.9
Sulfato de neomicina 200.0%* 2.6
Sulfato de zinc 200.0* -3.6
Sulfito sddico (1) 1.0 4.0

* Concentracion maxima ensayada.

(1) Era destacable la interferencia de los compuestos inorganicos sulfito y bromuro
que afectaban a la reaccion de oxidacién (consumiendo el KMnOQ,), interfiriendo
incluso a concentraciones inferiores a 1.0 ppm.

(2) Para los tres farmacos novocaina, benzocaina y sulfatiazol, fue necesario
disminuir la concentracion ensayada para alcanzar errores relativos respecto al de

referencia inferiores al 3%. Por ello, se decidi6 obtener sefiales analiticas para cada
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uno de los mismos en ausencia del acido tanico, observandose que con el sistema
analitico propuesto se podian determinar estos farmacos, siendo estos errores

imputables a la propia emision quimioluminiscente de los interferentes.

6.8.7. Analisis de muestras reales

A continuacion, se aplicd el método analitico a la determinaciéon de acido
tanico en dos formulaciones farmacéuticas comerciales, en dos preparaciones
galénicas, en dos aguas superficiales (acequia y barranco) procedentes de un
municipio de la Comunidad Valenciana y en una matriz compleja (orina humana). La
presentacion, procedencia y composicion de cada muestra empleada aparece descrita

en la Tabla 6.23 y 6.24.

Tipo de preparado Procedencia Composicion

Acido ténico, 10 g

Glicerina, 100 ml

Alcohol etilico, 100 ml
SOLUCION (2) Acido tanico, 2 g

SOLUCION (1)

Preparacion galénica 1

Preparacion galénica 2 Alcohol de romero, 100 g

AGUA SUPERFICIAL

Puig (Valencia)
(Acequia de riego)

AGUA SUPERFICIAL

Puig (Valencia)
(Barranco)

ORINA Humana

Tabla 6.23: Composicion de las muestras reales a las que se aplicéd el método.

Aplicacion farmacoldgica de las preparaciones galénicas

¢ Solucion 1, para prevenir y curar las grietas del pecho y las tlceras de dectbito.

% Solucion 2, para el tratamiento de la seborrea del cuero cabelludo.
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Nombre comercial y tipo

Procedencia Composicion*
de preparado
DEPURATIVO Laboratorio  Cada 100 g contiene:
RICHELET Vitafarma Acido tanico, 150 mg

(Suspension oral)

Extracto vegetal, 4.177 g
Acido salicilico, 100 mg
Tintura gentiana latea, 706 mg
Ioduro potésico, 761 mg

Yodo en combinacién organica
formando acido iodotanico, 66 mg
Cloruro magnésico, 800 mg
Bromuro magnésico, 50 mg
Nicotimamida, 63 mg
Sacarosa, 18.66 mg

Etanol, 1 ml

Otros excipientes

Contenido del frasco (280g=260ml)

ANTIHEMORROIDAL Laboratorio
CINFA Cinfa S.A.
Pomada

(Via topica rectal)

Cada gramo de pomada contiene:
Acido tanico, 10 mg
Hidrocortisona, 25 mg

Sulfato de neomicina, 3.5 mg
Benzocaina, 15 mg

Otros excipientes

Tabla 6.24: Composicion de las formulaciones farmacéuticas comerciales a las que

se les aplicé el método analitico propuesto. *Composicion segun etiquetado.

El tratamiento previo a que se sometieron las muestras reales fue el siguiente:

» En la preparacion de la suspension oral Depurativo Richelet, el inico

pretratamiento necesario, fue la dilucion con el material volumétrico adecuado hasta
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una concentracion final de 12.9 ppm situada dentro del intervalo de linealidad del

método propuesto.

Teniendo en cuenta la equivalencia entre gramos y mililitros especificada en
la formulacion farmacéutica, se pipetearon (con pipeta aforada) directamente del
preparado 10 ml lo que correspondia con 0.01615 g de 4cido ténico y se transfirio la
alicuota a un matraz aforado de 100 ml llevandose a volumen con agua desionizada.
El proceso se repitio por triplicado para finalmente tener tres disoluciones madres de

161.5 ppm de acido ténico.

De cada una de las tres réplicas de las disoluciones madre preparadas, se
tomaron también con pipeta aforada 2 ml, se transvasaron a un matraz aforado de 25
ml a los cuales se adiciono las cantidades necesarias de sulfato de quinina y de 4cido
percldrico para obtener las concentraciones optimizadas, enrasandose hasta 25 ml
con agua desionizada. Finalmente la concentracion de acido tanico presente en la
formulacion farmacéutica de cada una de las réplicas, se determind del modo
habitual por interpolacion en la recta de calibrado de 1.0 a 18.0 ppm obtenida a partir

de las disoluciones patron.

» El procedimiento de la preparacion de la pomada Antihemorroidal Cinfa
fue mas complicado, debido a la dificultad que conlleva el trabajar con muestras de
este tipo. Basicamente consistid0 en una extraccion soélido-liquido y en una

centrifugacion.

El pretratamiento descrito a continuacion, se realizé por triplicado con cada

una de las tres muestras preparadas y consistié en las siguientes etapas:

= En primer lugar, se pesé en un vaso de precipitados y con balanza analitica
una cantidad de pomada (exactamente alrededor de 0.468 g) equivalente a 4 mg de
acido tanico, se disolvio en 35 ml de agua desionizada medidos con pipeta aforada y

se calent6 la disolucion en placa calefactora a 60°C con agitacion simultanea durante
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30 minutos, de esta forma se conseguia que todo lo que fuera soluble en agua se
encontrara en la disolucion y aquello no soluble precipitara en el fondo del vaso de

precipitados.

= En segundo lugar, transcurridos los 30 minutos se trasvaso la disolucion
resultante a varios tubos de centrifuga y se centrifugaron durante 40 minutos a 4000
r.p.m. con objeto de que la cantidad no soluble en agua quedara adherida a las
paredes del tubo. Posteriormente se decantd el sobrenadante de cada uno de los tubos

de centrifuga y se juntaron las porciones decantadas en un vaso de precipitados.

= En tercer lugar, del vaso de precipitados se tomo el volumen de muestra
necesario para tener una concentracion de acido tanico situada en la parte central del
intervalo de linealidad. Asi que se pipeted una alicuota de 2 ml medida con el
material volumétrico adecuado y se transfiri6 a un matraz aforado de 25 ml junto con
el sensibilizador y el medio acido, llevandose finalmente a volumen con agua

desionizada.

= Por ultimo, las tres réplicas fueron insertadas en el montaje F.I.A.
optimizado junto con el calibrado de 4cido tanico comprendido entre 1.0 y 18.0 ppm
y se calcul6 la cantidad de analito contenida en las muestras por interpolacion de la

sefales en la recta de calibrado obtenida a partir de las disoluciones patron.

Los resultados obtenidos para las dos formulaciones farmacéuticas por el
método propuesto se compararon por los declarados por el fabricante y con la
concentracion determinada con el método espectofotométrico de Folin-Ciocalteu
utilizado para la cuantificacion de tdninos en vino o bebidas alcohdlicas descrito en
el AOAC**. Este método se basa en la oxidacion de los polifenoles por el sistema
Na;WO042H,0, écido fosfomolibdico y H3;PO4 (reactivo de Folin-Denis) y la
posterior determinacién colorimétrica a 760 nm del color azul producido

transcurridos 30 minutos.
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Para ello, en primer lugar se realiz6 un calibrado de 4cido tanico entre 2.0 y
10.0 ppm, adicionando a cada patron y sin alterar el orden, el volumen necesario de
la solucion madre de analito, 2.5 ml del reactivo de Folin-Denis, 5 ml de Na,CO;3 y
agua desionizada hasta 50 ml. Posteriormente se agit6 vigorosamente y se midieron

las absorbancias a 760 nm transcurridos 30 minutos.

En segundo lugar se prepararon tres réplicas de cada una de las formulaciones
farmacéuticas. Para el Depurativo de Richelet al igual que se efectud con el método
propuesto se tomaron 10 ml del frasco y se depositaron en un matraz aforado de 100
ml llevandose a volumen con agua desionizada, posteriormente se pipetearon 2 ml
medidos con pipeta aforada (cantidad necesaria para tener una concentracién dentro
del calibrado ) y se transvasaron a un matraz aforado de 50 ml a los que se les
adiciono las cantidades de los reactivos para llevar a cabo el método de referencia.
Para la preparacion de las muestras de Antihemorroidal Cinfa, simplemente se
tomaron 2 ml del vaso de precipitados donde se encontraba la muestra tras el
pretratamiento descrito en el método propuesto, se llevaron a un matraz de 50 ml y se
adicionaron las cantidades necesarias de los reactivos. Transcurridos 30 minutos se
midieron las absorbancias de las muestras junto con la de los patrones, y por
interpolacion de las sefiales en la recta de calibrado se determiné la cantidad de 4cido

tanico en las formulaciones farmacéuticas por el método de referencia.

En la Tabla 6.25 se muestran los resultados junto con las desviaciones
estandar relativa de la réplicas realizadas. En la misma tabla se comparan los
resultados obtenidos por el método F.I.A. propuesto con el valor declarado por el
fabricante y con el obtenido por el método de referencia para las dos formulaciones

farmacéuticas.
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Er(%) del Er(%) del
Método Método Cantidad método método

Muestra propuesto referencia declarada propuesto propuesto
(dsr%) (dsr%)  fabricante respecto respecto
referencia fabricante
Depurativo
Richelet 141.1 149.3
L. L. 150.0 -5.4 -5.9
mg acido tanico (0.4) 4.7)
/100 g muestra
Antihemorroidal
Cinfa 9.0 8.6
TR 10.0 4.6 -10.0
mg acido tanico (6.8) (3.6)

/1 g muestra

Tabla 6.25: Resultados de la determinacion de acido tanico en formulaciones

farmacéuticas.

» Las formulaciones galénicas se elaboraron en el laboratorio segliin el
procedimiento y composicion descrita en el Formulario Magistral del Ilustre Colegio
de Farmacéuticos de Murcia®”*. En ambas formulaciones las unicas operaciones
necesarias fueron pesar en balanza analitica con la mayor precision posible la
cantidad de 4cido tanico especificada en la composicion, pulverizarlo en un mortero
de 4gata y posteriormente mezclarlo y disolverlo con los demas componentes de la

formulacion. Una vez preparadas las dos muestras se guardaron en la oscuridad.

El procedimiento de preparacion de las muestras fue idéntico para sendas
formulaciones galénicas. Al ser las dos soluciones bastante viscosas se decidid pesar
en vez de pipetear la cantidad necesaria de muestra para tener una madre de acido
tanico de 100.0 ppm. Para la solucion 1 se pesaron en balanza analitica (exactamente
alrededor de 0.214 g), mientras que para la solucion 2 se pesaron (alrededor de 0.503
g), se disolvieron en un cierta cantidad de agua desionizada y posteriormente se
transvasaron a un matraz aforado de 100 ml llevandose a volumen con agua
desionizada. De esta forma se prepararon tres disoluciones madre independientes de

100.0 ppm para las dos preparaciones galénicas. De cada una de las disoluciones
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madre se pipetearon 2.5 ml (cantidad necesaria para obtener una concentracion final
comprendida dentro del intervalo de linealidad ) y se llevaron a un matraz aforado a
los que se les adicioné las cantidades de sulfato de quinina y 4cido percldrico para
obtener las concentraciones previamente optimizadas, enrasandose con agua
desionizada hasta completar los 25 ml, siendo la concentracion final de analito en

cada una de las réplicas de las dos preparaciones galénicas de 10.0 ppm.

Cada una de las disoluciones se insertaron en el montaje F.I.A. optimizado
junto con el calibrado de acido tanico comprendido entre 0.5 y 20.0 ppm, se
interpolaron las sefiales analiticas en la recta de calibrado obtenida a partir de las
disoluciones patron y se compard la concentracion encontrada con el método

propuesto respecto a la contenida (10.0 ppm).

» Para el analisis de las muestras de agua de barranco y de acequia, se
tomaron las muestras en un recipiente adecuado previamente enguajado con la
misma agua, recogiéndola desde la superficie a la parte inferior para evitar la mezcla
entre varias capas. Una vez recogidas las muestras se guardaron en el refrigerador a

3°C y en la oscuridad hasta que fueran analizadas.

El procedimiento a seguir para la preparacion de las dos aguas superficiales
fue idéntico para ambas muestras. En primer lugar las dos muestras de agua se
filtraron con placa filtrante (de tamafio de poro 4), seguidamente se pes6 en balanza
analitica la cantidad necesaria de acido tanico (exactamente alrededor de 0.025 g ), se
transfirié a un matraz aforado de 100 ml, se agitd y se enrasé con el agua filtrada, de
esta forma tendriamos tres disoluciones madre para cada una de la muestras de agua
dopadas con 250.0 ppm de 4cido tanico. A partir de cada una de estas disoluciones se
pipeted una alicuota de 1 ml con el material volumétrico adecuado (pipeta aforada) y
se llevaron a un matraz aforado de 25 ml junto con el sensibilizador y el medio acido,
enrasandose hasta 25 ml con agua desionizada. Finalmente la concentracion de acido
tanico obtenida tras esta dilucion fue de 10.0 ppm tanico, encontrandose situada

dentro del intervalo de linealidad del método quimioluminiscente propuesto.
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Por 1ultimo, la concentracion de acido tanico presente en cada una de las aguas
se determind interpolando los valores de las sefiales obtenidas en la recta de
calibrado comprendida entre 0.5 y 20.0 ppm, comparando los resultados obtenidos

con el método propuesto respecto a la cantidad de analito adicionada a las muestras.

» Para el analisis de la muestra de orina humana, se recogié la muestra de la
primera hora de la mafiana y se filtr6 con placa filtrante (de tamafio de poro 4). A
continuacion se peso en balanza analitica la cantidad necesaria de 4cido tanico para
preparar una madre de 250.0 ppm, se pesaron exactamente alrededor de (0.025 g).
Esta cantidad se transfirié a un matraz aforado de 100 ml, se agit6 y se enras6 hasta
100 ml con la orina filtrada. El procedimiento se repiti6 por triplicado de forma que

se obtuvieron tres disoluciones madre de 250.0 ppm.

Seguidamente se tomaron de cada una de estas disoluciones una alicuota de 1
ml medida con pipeta aforada y se transvas6 a un matraz aforado de 25 ml,
adicionando las cantidades necesarias de sulfato de quinina y de acido perclérico
para conseguir las concentraciones optimizadas, completando hasta 25 ml con agua
desionizada. La concentracion final obtenida, fue de 10.0 ppm para cada una de las
réplicas, encontrandose situada dentro del intervalo de linealidad del método

propuesto.

Para finalizar, en el montaje F.I.A. optimizado se insertaron los patrones de
acido tanico, las muestras y, ademas, fue necesario introducir un blanco de orina
(exclusivamente la orina) que se tuvo que restar al valor que ofrecia la muestra antes

de interpolar en la recta de calibrado.

La concentracion de 4cido tdnico en las muestras de orina se calculd
interpolando las sefiales obtenidas para las réplicas de cada una de las muestras en la
recta de calibrado comprendida entre 0.5 y 20.0 ppm, comparando la concentracion

encontrada respecto a la adicionada.
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En la Tabla 6.26 se muestran los resultados, junto con las desviaciones

estandar relativa de las réplicas realizadas. En la misma tabla se comparan los

resultados obtenidos por el método F.I.A. propuesto respecto a cantidad de analito

adicionada o contenida.

Er(%) del método

Cantidad adicionada Método
propuesto respecto a la
Muestra 0 propuesto . . .
. cantidad adicionada o
contenida (dsr%) .
contenida
Preparacion 5% (peso/volumen) 9.94 ppm 06
galénica (1) 10.00 ppm ** (0.25) '
Preparacion 2% (peso/peso) 10.49 ppm 49
Galénica (2) 10.00 ppm** (0.33) '
Agua 9.95 ppm
& 10.00 ppm bp -0.5
Acequia* (0.66)
Agua 9.69 ppm
10.00 ppm -3.1
Barranco* (0.62)
Orina 9.96 ppm
10.00 ppm -0.4
humana* (0.46)

*Muestras dopadas con acido tanico.

** Concentracion resultante tras las diluciones oportunas de cada una de las muestras

galénicas.

Tabla 6.26: Resultados obtenidos para el resto de muestras ensayadas.
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6.9. CONCLUSIONES

El método F.I.A. propuesto permite la determinacion del 4cido tdnico por vez
primera, mediante la oxidacion quimioluminiscente del analito. La emision

quimioluminiscente se exalta con el sensibilizador sulfato de quinina.

En el sistema seleccionado, un volumen (880 pl) de la disolucion acuosa de
4cido tanico en éacido perclérico 3.5x107 mol-1" con sulfato de quinina 7.5x107
moll" termostatada a 60.0°C, es insertada en un portador a 60.0°C constituido
exclusivamente por agua desionizada que circula a caudal de 4.0 ml'min™', siendo las
disoluciones de muestra y portador calentadas introduciendo el bucle de muestra
externo de la valvula de inyeccion y 2 metros de PTFE en el bafio termostatado. Por
un tercer canal se introduce a una velocidad de flujo de 1.8 ml'min” el 4cido
perclérico 7.0x102 moll1" que confluye mediante una conexién en punta de flecha
con la disolucion acuosa de oxidante permanganato potasico 7.0x10™ mol'l" que
circula por un cuarto canal a un caudal de 1.8 ml'min’, calentando a 60.0°C la
mezcla de ambos canales sumergiendo 2 metros de PTFE a la salida de la

confluencia.

Finalmente el portador y la mezcla oxidante-medio confluyen en una pieza en
forma de T que se encuentra a la entrada de la celda de flujo en espiral, donde se

detecta la sefial quimioluminiscente del producto de la reaccion.

El método propuesto presenta una velocidad de muestro optima (56 h™), una
adecuada repetitividad entre muestras (dsr=2.1%, n=25, 5.0 ppm) y una

reproducibilidad entre dias y disoluciones que proporciona unos resultados

faVOI'ableS (dsr pendiente de la recta:4.4 %, HZS).
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El sistema presenta las ventajas comunes de la deteccion quimioluminiscente,
es decir, una buena sensibilidad, un limite de deteccion bajo en comparacion con los

337358366 ¢ un intervalo de linealidad desde 0.5

obtenidos en otros articulos publicados
a 20.0 ppm. Por otro lado, el estudio de la robustez quimica revela resultados
satisfactorios (dsr= 4.6%, n= 8, 12.0 ppm), por tanto, se puede afirmar que es un

método analitico quimicamente robusto.

Por ultimo, cabe destacar la selectividad del método propuesto, considerando
la gran cantidad de sustancias ensayadas que no interfieren en la determinacion del
analito. Por esta razon ha sido posible aplicar con éxito el sistema analitico a la
determinacion de acido tanico en formulaciones farmacéuticas, en preparaciones

galénicas, en orina humana y en aguas superficiales.
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INTRODUCCION

7.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA HIDROQUINONA

7.1.1. Descripcion y propiedades fisicas

La hidroquinona es un hidroxiderivado del benceno que se utiliza como
agente reductor y revelador en fotografia, como antioxidante, y como
despigmentante dermatoldgico. Es un compuesto orgénico de formula empirica
C¢H¢O, y de peso molecular 110.1 g'mol”. Su estructura molecular es la que se

muestra en la Figura 7.1.

OH

OH

Figura 7.1: Estructura molecular de la hidroquinona.

El nombre de la I.U.P.A.C. de la hidroquinona es el 1,4-dihidroxibenceno; y
otros nombres asignados a este compuesto son: 1,4-bencenodiol, p-dihidroxibenceno,

hidroquinol, quinol, eldoquin, eldopaque y tecquinol®®’.

La hidroquinona se presenta en forma de cristales incoloros, inodoros y de
sabor dulzaino®®®, que funden entre 170-171°C con un punto de ebullicion a 287°C.

369

Es muy soluble en agua™” (1 g en 17 ml), alcohol (1 g en 4 ml), éter (1 g en 16.5 ml),

cloroformo ( 1 g en 51 ml), glicerina y débilmente soluble en benceno.
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La hidroquinona disuelta en metanol muestra una absorbancia maxima y
304

minima " en el UV para longitudes de onda de 292 y 252 nm respectivamente.

La hidroquinona fue descubierta en 1880. De forma natural se encuentra en
productos derivados del trigo, en el café, en el té, en frutas como el arandano, en
vegetales como el brocoli, los esparragos, en el vino tinto, en algunas cervezas y en

la hoja de la gayuba como glucésido del arbutdsido, que por hidrolisis libera un

difenol que inmediatamente se oxida a hidroquinona®”’.

O-glu OH
Hidrdlisis
[—
—_—
OH OH
Arbutosido Hidroquinona

Sintéticamente la hidroquinona se obtiene a partir de la oxidacion de la

o ., . . ., 367
anilina, por reduccion de la quinona y por oxidaccion del fenol con persulfato™".

7.1.2. Estabilidad y degradacion

La hidroquinona es estable en su forma cristalina y debe conservarse a
temperatura ambiente en un recipiente hermético y protegido de la luz. Las
disoluciones de hidroquinona en presencia de aire y de luz se oxidan adquiriendo una
tonalidad marrén, que se acelera en medios alcalinos, donde estas disoluciones

muestran un cierto grado de inestabilidad.
La estabilidad de las disoluciones acuosas de hidroquinona ha sido estudiada

en nuestro laboratorio obteniendo espectros en el UV-visible periodicamente (n=8)

durante 17 dias. Para ello, se midieron las absorbancias de tres disoluciones de
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hidroquinona 10.0 ppm en presencia de luz, en la oscuridad y en la nevera a 3°C. En
todos los casos se realiz6 un espectro entre 200 y 350 nm, obteniéndose un maximo
de absorbancia para 222 nm. Considerando los resultados obtenidos (espectros
practicamente superponibles) se concluye que las disoluciones acuosas de
hidroquinona son estables al menos durante 15 dias en las tres condiciones

estudiadas.

7.1.3. Aplicaciones de la hidroquinona

La hidroquinona se utiliza principalmente en la industria fotografica, en
cosmética como despigmentante de la piel y antioxidante, al reducir la oxidacion de
las células, favorecer la eliminacion de radicales libres y reforzar el sistema

inmunologico.

a) En fotografia, la hidroquinona constituye uno de los principales
componentes quimicos de un revelador fotografico en blanco y negro. Se emplea
como agente reductor para producir las imagenes de alto contraste en presencia de
una base fuerte y como agente revelador junto con otros sustancias como el metol,

para producir el revelado propiamente dicho.

b) En cosmética, la hidroquinona se emplea como despigmentante
dermatoldgico al impedir los procesos metabdlicos de los melanocitos e inhibir la
., . . . . . . 371
accion de la enzima tirosinasa que transforma la tirosina en melanina™ . Se puede
afirmar pues, que la hidroquinona y sus derivados son inhibidores de la sintesis de la

melanina.

La hidroquinona se emplea para aclarar areas localizadas de la piel con
hiperpigmentacion melaninica, como lunares cutaneos, cicatrices, manchas del
embarazo, pecas, Iéntigo y manchas asociadas a la vejez. La actividad antimelaninica

de la hidroquinona es temporal debido a que so6lo interfiere en la formacion de nueva
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melalina, de modo que es necesario repetir las aplicaciones exclusivamente en las
superficies dafadas y evitar tratamientos prolongados (no mas de tres meses), asi
como la exposicion de las zonas tratadas a la radiacion ultravioleta que causard una
repigmentacion, por esta razén la hidroquinona suele combinarse con protectores

solares de amplio espectro.

Los agentes despigmentantes pueden causar irritacion, dermatitis, eritema en
personas con pieles muy sensibles y en tratamientos prolongados con altas dosis de
hidroquinona se ha observado ocronosis exodgena (alteracion de la coloracion
cutanea), principalmente en individuos de raza negra, en donde la utilizacién de
despigmentantes es un auténtico fenémeno social; de hecho se han desmantelado
redes de comercio ilicito de blanqueadores. Por todas estas razones la Comunidad
Econdmica Europea establece mediante la directiva 84/415°", la cantidad méaxima
permitida de hidroquinona en productos cosméticos, fijada en 2% (p/p). Por tltimo
destacar que estos despigmentantes dermatolégicos estdn contraindicados en
presencia de quemaduras solares y no deben de ser administrados a nifilos menores de

12 afos ni a las mujeres, durante el embarazo o la lactancia.
Ademas, la exposicion constante y extrema a vapores de hidroquinona (como

en el caso de personas que trabajan con esta sustancia) puede causar dafio a los 0jos,

decoloracion de los mismos e incluso problemas en la vision.

7.2. METODOS ANALITICOS DE DETERMINACION

7.2.1. Métodos volumétricos
La Farmacopea de Estados Unidos’” recomienda una valoracién con sulfato

de cerio 0.1 N, tras adicionar 250 mg de hidroquinona a 100 ml agua, 10 ml de &cido

sulfurico 0.1 N y unos gotas de difenilamina. El punto final se determina cuando el
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indicador vira de rojo a violeta y de este modo 1 ml de sulfato de cerio consumido
equivale a 5.506 mg de hidroquinona.

Satake y col.’™

proponen una valoracion redox para la determinacion de
hidroquinona, empleando como oxidante un derivado de hidantoina (1,3-dibromo-5-
etil-metilhidantoina) en lugar de la N- bromosuccinimida®” y como indicador
quimico el negro de eriocromo. El punto final de la valoracion se establece cuando el

indicador cambia de color violeta a amarillo.

7.2.2. Métodos espectrofotométricos

Zhong y col.’’®

describen un método espectrofotométrico para la
determinacion de hidroquinona en crema. Para ello, es necesario realizar un
pretratamiento de la muestra que consiste en disolver con 20 ml de anhidrido
etandlico caliente una cantidad de la misma, enfriar la mezcla, filtrar y diluir el
filtrado con etanol. Para posteriormente medir la absorbancia de la muestra a 295 nm.
El intervalo de linealidad se establece desde 4 a 32 pgrml” y la recuperacion es del

99.4%.

La Farmacopea de Estados Unidos®” recomienda un método que permite la
cuantificacion de hidroquinona en cremas cuyo contenido en el principio activo no
sea superior al 100%. Este basicamente consiste en pesar una cantidad de muestra
equivalente a 20 mg de hidroquinona, triturarla con 50 ml de metanol, filtrarla y
disolverla en 500 ml de metanol y realizar las diluciones oportunas para obtener una
concentracion de 10 ppm. Para finalmente medir las absorbancias de la muestra y de
un patréon de hidroquinona de 10 ppm a 293 nm frente al blanco (metanol),
calculando la cantidad de hidroquinona expresada en mg por gramo de crema

mediante una féormula especificada en la Farmacopea.
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He y col.’’” determinan la hidroquinona en presencia de fenol y catecol por
espectrofotometria derivada. Para ello, miden la absorbancia de la mezcla entre 260 y
330 nm, calculan la primera derivada para cada uno de los tres componentes a 10
longitudes de onda y determinan la concentracion de cada analito en la muestra
resolviendo simultaneamente las tres ecuaciones. El intervalo de linealidad para la
hidroquinona abarca desde 42.5 uM a 0.7 mM y presenta una recuperacion del 98.6 y
100.1%.

Afkhami y col.””® desarrollan un método cinético basado en la reaccion con
nitrito, que permite la cuantificacion de hidroquinona en formulaciones
farmacéuticas, mediante la determinacion del nitrito no reaccionado con el rojo
neutro y la posterior medida a tiempo fijo de la disminucion de la absorbancia a 530

nm.

Otros autores®”® determinan el principio activo utilizando reactivos como el
Ce (IV) y el Arsenazo (III). Con este propdsito, la muestra se trata con 200 pg de Ce
(IV) y se ajusta a un pH entre 3 y 4, a continuacion se adicionan 4.6 ml de arsenazo
(IIT) 0.05% y se diluye hasta 50 ml con agua, para finalmente medir la absorbancia a

655 nm frente al blanco. En este caso el intervalo de linealidad se fija entre 0.1 y 0.5

pgml ™

Muralikrishna®® propone un nuevo reactivo analitico que permite la
determinacion espectrofotométrica de la hidroquinona, al hacer reaccionar
exclusivamente el acido fosfovanadotungstico con la muestra a pH 1.5, midiendo la
disminucién de la absorbancia producida a una longitud de onda de 360 nm. Las
graficas de calibrado son lineales entre 1 y 15 pgrml™.

Cabe destacar que se han desarrollado otros métodos®® =%
espectrofotométricos que permiten la determinacion de trazas de hidroquinona en

aguas residuales.
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7.2.3. Técnicas de separacion

a) Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Se han utilizado métodos de HPLC para determinar hidroquinona en
productos cosméticos, orina, reveladores fotograficos, y en el tabaco entre otras
muestras.

1.**¥* proponen un método que permite la identificacion y

Gagliardi y co
cuantificacion de hidroquinona en cremas tonificantes para la piel mediante
cromatografia liquida en fase inversa con deteccion a 294 nm. La separacion
cromatografica tiene lugar en una columna Erbasil C-18 empleando acetronitrilo-

h*%* describe

agua (5:95) como fase movil y el 2-fenilfenol como patron interno. Firt
otro método que permite la cuantificacion de hidroquinona a 226 nm en este mismo
tipo de muestras, mediante una columna rellena de S5-ODS y metanol al 10% como

fase movil.

Borremas y col.*® determinan hidroquinona y éteres derivados del fenol en
productos cosméticos. Como pretratamiento de la muestra, es necesario disolver en
caliente una cantidad de la misma con 25 ml de metanol-agua (1:1), enfriar, diluir
hasta 50 ml con metanol-agua (1:1) y filtrar, para separar los compuestos en tan sélo
nueve minutos mediante una columna de Fenil Bondapak, utilizando THF-agua

(9:11) como fase modvil y deteccion a 295 nm.

La hidroquinona se ha determinado en la orina®*® de trabajadores expuestos al
benceno, mediante HPLC con una columna Hitachi 3056 (15 cm x 3 mm) a 45 °C,
acetonitrilo-acido acético-agua (30:3:167) como fase moévil y deteccion a 280 nm.
Con este método el limite de deteccion se establece en 1 mg-1™. Lee®’ describe otro
trabajo en donde también se determina la hidroquinona en orina de fumadores de
tabaco y trabajadores de refinerias de petroleo mediante cromatografia liquida de alta

resolucion y deteccion fluorimétrica.
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Otros autores™ emplean la deteccién amperométrica para determinar los
pares i6nicos formados entre la hidroquinona y el metol de un revelador fotografico,
con un componente de la fase movil. El intervalo de linealidad se establece entre 15
y 100 mM.

Cui y col’¥

proponen un método que permite la determinacion de
hidroquinona y otros polifenoles en tabaco mediante HPLC. Los distintos
compuestos se separan con una columna RP-C18 a 37°C utilizado distintos gradiente
de elucion como fase movil, para finalmente ser detectados debido a la capacidad de
estos polifenoles para inhibir la quimioluminiscencia producida por el sistema

luminol-hexacianoferrato (I1I).

b) Cromatografia en capa fina (TLC)

Sharma y col.””" describen la separacion e identificacion de hidroquinona de
una disolucién de compuestos fendlicos mediante cromatografia en capa fina. Con
este fin se emplean placas de silica gel, benceno-dioxano-acido acético (85:15:1)
como fase movil y reactivos como el vapor de yodo, cloruro férrico para revelar las

manchas.

Otros autores”” determinan simultaneamente hidroquinona, pirocatecol y 2-
naftol por cromatografia en capa fina de alta resoluciéon (HPTLC). Una porcion de
muestra disuelta en metanol se aplica a la placa, se eluye con tolueno-etilacetato

(80:20) y se detecta espectrofotométrica a 254 nm.

Existe en la bibliografia otro trabajo>’' que identifica y separa la hidroquinona
por TLC, empleando como disolvente para el desarrollo cromatografico una mezcla
de benceno-dioxano-acido acatico glacial (90:25:4) y para visualizar las manchas una

pequena cantidad de o-toluidina diazotizada pulverizada.
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c¢) Cromatografia electrocinética micelar (MECC)

Los primeros estudios de la separacion electrocinética con micelas en un
capilar modelo tubo abierto fueron desarrollado por Terabe y col®®* en 1984. Estos
autores describen un método que permite la separacion y cuantificacion a 270 nm de
derivados fendlicos como la hidroquinona y nitrocompuestos de bajo peso molecular
mediante el uso de un tensoactivo anidnico, como el sodio dodecilsulfato, presente a
una concentracion en la que se formen las micelas en una disolucion reguladora de

tampon fosfato-borato.

Sakodinskaya y col.*”> proponen la MECC para la determinaciéon de
hidroquinona y otros éteres derivados de la misma en cremas tonificantes para la
piel. Para ello utilizan un capilar de silice fundida, tampon borato 0.01 M como
disolucion reguladora al que se le adiciona sodio dodecilsulfato en concentracion
superior a la cmc (75 mM) y metanol al 10% para mejorar la capacidad de
resolucion. La deteccion tiene lugar a 254 nm, utilizado la cafeina como patron
interno. El intervalo de linalidad para la hidroquinona se establece entre 0.05 mM y

0.8 mM.

d) Electrocromatografia capilar (CEC)

o 394
Desiderio y col.

utilizan la electrocromatografia capilar para la
cuantificaciéon de hidroquinona y otros éteres derivados de la hidroquinona en
productos cosméticos. Mediante un capilar de silice fundida relleno de octadecilsilica
(ODS) como fase estacionaria y acetato amonico-acetonitrilo como fase movil,
mediante la cual se consigue un adecuado flujo electrosmotico que permite separar y

cuantificar a 205 nm los distintos analitos en menos de 6 minutos. Las graficas de

calibrado son lineales entre 5 y 90 pg-ml™.
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7.2.4. Métodos electroquimicos

Wang’”® emplea un electrodo de pasta de carbon para la determinaciéon de
agentes despigmentantes como la hidroquinona en productos cosméticos mediante
voltametria de pulso diferencial. Con este proposito se pesa una cantidad de muestra,
se mezcla con 10 ml de etanol, se calienta a 40°C hasta completa disolucion, se
centrifuga y el sobrenadante se diluye con 10 ml de etanol. Una alicuota de la
disolucion se mezcla en la celda voltamétrica con 10 ml de tampdn fosfato 0.1 M y
se desairea con N, durante 4 minutos. La preconcentracion se realiza en el electrodo
de pasta de carbono entre 0.0 y 1.0 voltios durante 60 segundos en agitacion.
Posteriormente, la determinacion por voltametria de pulso diferencial se realiza en
tampon fosfato 0.1 M a +0.22 V, para la hidroquinona, empleandose un electrodo de
calomelanos saturado de referencia. El intervalo de linealidad para la hidroquinona

se establece entre 0.07 a 8.8 mg-1™".

Zhao y col.*® estudian el comportamiento electroquimico de la hidroquinona
por voltametria ciclica, mediante un electrodo modificado preparado por
electropolimerizacion del 4cido sulfosalicilico en un electrodo de carbono vitreo
frente a un electrodo de Ag/AgCl. La grafica de calibrado es lineal entre 2 pM y 0.4
mM.

La voltametria con preconcetracion y redisolucion (stripping)’”’ mediante un
electrodo de pasta de carbon ha sido aplicada con éxito a la determinacioén simultdnea
de trazas de metal y hidroquinona en aguas residuales.

7.2.5. Analisis por inyeccion en flujo F.L.A.
Nakagama297 realiza un barrido con la hidroquinona entre otros compuestos

organicos y diversos sistemas oxidantes, con el objetivo de obtener una senal

quimioluminiscente a partir del producto de una reacciéon de oxidaccion. Los
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sistemas oxidantes especialmente quimioluminiscentes para la hidroquinona son
S,0¢” 0.1 M con NaOH 0.1 M y Ag(I) 0.1 mM; H,O, 0.3% con NaOH 1mM/
acetronitrilo 50% y Fe(Il) 0.1 mM; H,0O, 0.3% con NaOH 0.01 M/ bromuro de
didodecilmetilamonio 0.01 M y Co(II) 0.1 mM.

Du y col.*®® han propuesto un método F.I.A. de analisis para la determinacion
de hidroquinona y otros compuestos fenoélicos por quimioluminiscencia, debido al
efecto catalitico del ferricianuro y ferrocianuro, que provocan un aumento en la sefial
quimioluminiscente procedente de la reaccion entre estos compuestos y el luminol.
Seglin los autores la reaccion puede ser catalizada por el ferricianuro potésico, pero
la senal del blanco se incrementa en ausencia de ferrocianuro potasico, porque el
ferricianuro potasico puede oxidar también al luminol para generar una fuerte
quimioluminiscencia en medio alcalino. El limite de deteccion establecido para la
hidroquinona es de 0.04 pg-ml™.

Zhou y Wang”’

describen un método para la determinacion de hidroquinona
que incorpora deteccion amperométrica. La muestra (10 ul) se inserta en un portador
de tampon fosfato 0.05 M (pH 7) con metanol al 5% y EDTA 25 mM, para ser
detectada en +0.1 V en una celda amperométrica, constituida por un electrodo de
carbon vitreo cubierto de cristales de cloruro cuproso junto con un electrodo de

referencia de Ag/AgCl y un electrodo auxiliar de platino. El intervalo de linealidad

esta comprendido entre 2 y 1000 ng y el limite de deteccion se establece en 1 ng.

Satake y col.** determinan hidroquinona, catecol, resorcinol y pirogalol
mediante la metodologia F.ILA. y deteccion amperométrica. El método consiste en
insertar 20 pl de muestra en un portador de agua desionizada a 1.14 ml'min”', para
mezclarse a continuacion con una disolucion de KIO; 0.1 mM y KBr 0.42 M en
H,SO4 a 0.35 ml-min”'. Finalmente la disminucién de la concentracion de KIO; es

detectada a + 0.65V en un electrodo de platino.
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PARTE EXPERIMENTAL

7.3. ENSAYOS PREVIOS EN FLUJO CONTINUO

Teniendo presente que la intensidad de la sefial quimioluminiscente depende
del tiempo transcurrido desde el inicio de la reaccion® los ensayos previos se
llevaron a cabo a tiempo fijo y segln la relacion de los caudales, en el sistema en

flujo continuo que se representa en al Figura 7.2.

-I R
i N D

C
= F%
|

4 = N

L

W

Figura 7.2: Montaje en flujo continuo utilizado en los ensayos previos.

Canal 1: Disolucion acuosa de hidroquinona (blanco, agua desionizada); Canal 2 y
3: Disolucion para ajustar el medio de reaccion; Canal 4: Oxidante; P: Bomba
peristaltica; C: Celda de flujo; D: Detector (PMT: Tubo fotomultiplicador); W:

Desecho; R: Recoleccion, tratamiento y presentacion de datos.

Hay que destacar que en todas las experiencias desarrolladas, la senal
analitica expresada en kHz se calculd por diferencia entre la que presentaba la

muestra y la generada por el blanco (agua desionizada por el canal 1).

-308 -



Determinacion de hidroquinona por quimioluminiscencia directa

7.3.1. Estudio del sistema oxidante

Con el fin de establecer el sistema oxidante mas adecuado para la reaccion
quimioluminiscente con la hidroquinona, se ensayaron distintos oxidantes fuertes en

medio 4cido y basico mediante el montaje en flujo continuo descrito en la Figura 7.2.

Las condiciones de esta experiencia asi como los resultados obtenidos, se
encuentran descritos en el apartado 4.3.3 del capitulo cuarto (conectividad molecular
aplicada a la prediccion de quimioluminiscencia directa de fenoles y polifenoles),
concretamente en la Tabla 4.3; en dicha tabla puede apreciarse que practicamente
solo el permanganato potasico 0.02 mol'l”' en medio acido sulfarico 1.0 mol1”
producia una sefial quimioluminiscente considerable, seleccionandose como oxidante

del nuevo sistema analitico para la determinacion de hidroquinona.

7.3.2. Influencia de la concentracion de oxidante

La concentracion del oxidante es una variable muy critica en los sistemas
quimioluminiscentes, ya que una concentracion excesivamente baja del oxidante
puede disminuir la sefial quimioluminiscente o incluso no producirla, mientras que a
concentraciones elevadas puede llevar asociados problemas de autoabsorcion de la

emision quimioluminiscente por el propio oxidante.

Por esta razéon se decidio estudiar la influencia de la concentracion del
permanganato potasico con el montaje en flujo continuo descrito en la Figura 7.2. El
intervalo de concentraciones ensayadas fue el mismo que cuando se efectuo el
estudio del comportamiento de los fenoles y polifenoles frente al permanganato
potasico en medio acido (apartado 4.4, capitulo cuarto), este intervalo estuvo
comprendido entre 1.0x10* y 5.0x10 mol-1" (-logC=4 a -logC=1.3), pero en este
caso para obtener una mayor informacion, con cada concentracion de oxidante se

realiz6 un calibrado de hidroquinona.
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Como se observa en la Figura 7.3 las sefiales quimioluminiscentes para una
concentracion de 5.0x107 mol-I"! (-logC=2.3) eran mayores, por ello, se seleccion6

como concentracion 6ptima de oxidante para el desarrollo del posterior trabajo.

—— 1,0 ppm —&— 20,0 ppm - 4 - 50,0 ppm
—&—100,0 ppm  —X%—120,0 ppm  —@— 150,0 ppm
——200,0 ppm

8000,0

Seiial (kHz)

1,3 16 1,9 22 25 28 31 34 37 40
-logC(KMnO,)

Figura 7.3: Influencia de la concentracion de oxidante para distintas

concentraciones de analito.

7.3.3. Influencia de la naturaleza del medio de reaccion

Una vez seleccionada la concentraciéon de permanganato potasico, y puesto
que la reaccion quimioluminiscente tenia lugar en medio acido, con el mismo sistema
en flujo continuo se estudi6 la influencia de la naturaleza del medio. Para ello, se
ensayaron H,SO,4, HNOs, H3PO4, HC1O,4 y HCI todos ellos a la misma concentracion
1.0 mol 1", circulando por los canales 3 y 4 de la Figura 7.2. Este ensayo se realizd

empleando una disolucion acuosa de hidroquinona de 150.0 ppm.
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Como se observa en la Figura 7.4, la menor seial analitica correspondio6 al

H3POs, por lo que se descarto.

7000,01
6000,0
5000,0
4000,0+
3000,0
2000,0+
1000,0

Seiial (kHz)

5136,1

0,0-

H,S0O4

HNO; H;PO, HCIO, HC1

Figura 7.4: Influencia del medio 4cido.

Posteriormente, se decidié realizar un calibrado de hidroquinona para cada

uno de los medios acidos. Segun los resultados que se muestran en la Figura 7.5, se

seleccion6 como medio de la reaccion quimioluminiscente el H,SO4, por ofrecer

sefiales quimioluminiscentes mas elevadas.

5000.0 - —&— Sulfurico —@— Perclorico
> —#— Clorhidrico - - 4 - - Nitrico

~ 4000,0
=

) 3000,0 -
% 2000,0 -
2 1000,0 -

0,0 o
10,0 20,0 50,0 100,0 150,0

Concentracion hidroquinona (ppm)

Figura7.5: Variacion de la concentracion de analito con diferentes medios acidos.
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7.3.4. Estudio de la concentracion del medio de reaccion

Una vez seleccionado el medio de reaccidn, se estudid la influencia de la
concentracion de acido sulfurico. Para llevar a cabo este ensayo se vario la
concentracién del medio entre 0.05 y 2.00 mol-l' y se realiz6 un calibrado de

hidroquinona con cada uno de los puntos experimentales.

Como se muestra en la Figura 7.6, las sefiales analiticas eran mayores
conforme se incrementaba la concentracion de H,SO4, no obstante las diferencias
eran minimas entre 0.5 y 2.0 mol'lI". Por otro lado trabajar a concentraciones de
medio 4cido sulfiirico superiores a 1.0 mol "', podia suponer problemas practicos de
rotura frecuente de tubos de bomba. Por todo ello, finalmente se selecciondé como
concentracion optima 0.6 mol-l'l, situada dentro del intervalo 0.5-1.0 mol-l'l, donde

se habian obtenido las maximas senales analiticas.

——0,05M —=—0,10M —+—050 M

—*—1,00 M - +=150M ——2.00 M
5400,0 -
< 4500,0 -
@ 3600,0 -
= 2700,0 -
= 1800,0 -
2 900,0 -

0,0 L —m—
10,0 20,0 50,0 100,0 150,0

Concentracion Hidroquinona (ppm)

Figura 7.6: Influencia de la concentracion de acido sulfurico

7.3.5. Influencia de la temperatura

A continuacién se estudid la influencia de la temperatura en el sistema

quimioluminiscente. Para ello se sumergieron 2.0 metros de tubo de PTFE en un
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bafo de agua termostatado a la salida de cada una de las dos confluencias del canal

1-2 y del canal 3-4 correspondientes al montaje en flujo continuo de la Figura 7.2.

Para dos concentraciones de hidroquinona se estudiaron las siguientes
temperaturas: ambiente (24.0°C), 40.0°C, 60.0°C y 80.0°C; no se ensayaron
temperaturas superiores a 80.0°C, para evitar en la medida de lo posible la formacion

de burbujas, al estar el sistema a temperaturas proximas a la ebullicion.

Los resultados de la Figura 7.7 mostraron que a medida que aumentaba la
temperatura la sefial analitica disminuia, por esta razon se decidid en principio

trabajar a temperatura ambiente.

—— 50,0 ppm ——100,0 ppm

_ 2500,0
2 2000,0 - '\'_/_._\.
= 1500,0
E 1000,0 -
&2 500,0 - >— o . A
0,0
22,0 40,0 60,0 80,0
Temperatura (°C)

Figura 7.7: Influencia de la temperatura.

La composicion preliminar del montaje en flujo continuo descrito en la

Figura 7.2 fue la siguiente:

Canal Disoluciones Caudal (ml-min'l)
1 Disolucién acuosa de hidroquinona 2.8
2 H,S04 0.6 mol 1! 2.8
3 H,S04 0.6 mol 1! 2.8
4 KMnO, 5.0x10™ mol-I! 2.8

Tabla 7.1: Composicion preliminar del sistema en flujo continuo.
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7.4. ENSAYOS EN FLUJO POR MULTICOMMUTACION

7.4.1. Pruebas previas con multicommutacion

El siguiente ensayo consistié en adecuar las variables quimicas previamente
optimizadas en el sistema en flujo continuo a un montaje con valvulas solenoide,
donde el tiempo que circulaban la muestra y los reactivos a través del sistema era
controlado via “software” mediante dos posiciones distintas ON/OFF de la valvula,
de esta forma, se conseguia insertar alternativamente un bolo o fragmentos de

muestra y de reactivo, en el portador o en la corriente portador-reactivo.

Asi que en la celda de flujo se mantenian las mismas concentraciones finales
de los reactivos optimizadas en el sistema en flujo continuo (Figura 7.2, Tabla 7.1),
la Gnica modificacion era que las disoluciones de muestra y oxidante se preparaban

en medio acido.

En primer lugar se estudiaron tres montajes que se diferenciaban en el
numero de valvulas, de canales y en la ubicacion de la bomba peristaltica. Para cada
uno de los montajes se optimizd mediante el método multivariante Simplex
Modificado, las variables propias de la multicommutacion como son: el caudal, el
tiempo en el que la valvula se encuentra en la posicion ON/OFF para controlar de
esta manera el volumen de muestra o de reactivos insertados en el sistema, asi como
el nimero de fragmentos de oxidante y de muestra intercalados en el portador o en la

corriente portador-reactivo.

7.4.1.1. Simplex Modificado para el primer montaje

Este primer montaje se caracterizaba por tener una Unica valvula solenoide,

ubicada dentro del luminémetro lo mas cerca posible de la celda de flujo para evitar
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la dispersion de la muestra. Ademads, las disoluciones eran aspiradas por la bomba
peristaltica ubicada después del detector. El montaje descrito se encuentra en la

Figura 7.8.

1
2 . R

Figura 7.8: Primer montaje.

Canal 1: KMnO4 2.5x10° mol-1'en H,SO4 0.3 mol-l'l; Canal 2: Hidroquinona en
H,S0O,40.3 mol'l'l; V: Valvula solenoide; C: Celda de flujo; D: Detector (PMT: Tubo
fotomultiplicador); W: desecho; P: Bomba peristaltica; R: Recoleccion, tratamiento

y presentacion de los resultados.

Las valvulas solenoide se comportaban como interruptores entre dos estados
de posicion ON/OFF; cuando la valvula se encontraba en posicion OFF la solucion
de oxidante era aspirada hacia el detector, un impulso eléctrico de una longitud
determinaba el tiempo en el que la valvula permanecia en la posicion ON, siendo
insertada la muestra en el sistema. Los volumenes de muestra y de oxidante
incorporados al sistema podian ser modificados cambiando la secuencia de insercion,
de esta forma segmentos de muestra de la misma o distinta longitud eran intercalados

alternativamente en la disolucion de oxidante.

Las posiciones de la valvula en este montaje, que regulaban la entrada del

oxidante o de la muestra al sistema se encuentran detalladas en la Figura 7.9.
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Figura 7.9: Posiciones y funcionamiento de la valvula.

\|/ Dxidante \|/ Dxidante
AR —
Detector D etector
/|\ Muesztra /I\ Muestra
OFF ON

En multicommutacion tanto la secuencia como los perfiles de insercion,
aportan mayor informacion sobre el funcionamiento de las valvulas solenoide. En la
Figura 7.10 y 7.11 se observa como cada cierto intervalo, controlado por el tiempo en
que la valvula esta en posicion OFF/ON, cuatro fragmentos de oxidante se insertan
alternativamente con cuatro segmentos de muestra para obtener tras su posterior

mezclado en la celda de flujo un pico representativo de la sefial quimioluminiscente.

ON |:| Oxidante Flujo
Bl Muesta OMOMOMOMOMOMOMOM
OFF : —1*® pico 2%pico
1% pico Pom pico
Figura 7.10: Secuencia de insercion. Figura 7.11: Perfil de insercion.

El simplex modificado se realiz6 con objeto de encontrar una combinacion de
las variables que generaran una mejor sefial quimioluminiscente. Las variables
estudiadas fueron: caudal de muestra y oxidante (Q), tamafio o volumen del
permanganato potasico (Tk), tamafio o volumen de muestra (Tm), numero de
segmentos de muestra (Sm) y nimero de segmentos de oxidante (Sk). Los intervalos

de cada variable se recogen en la Tabla 7.2.
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Determinacion de hidroquinona por quimioluminiscencia directa

Variable Intervalo estudiado
Q (ml'min™") 2.8-7.7
Tk (s) 0.06-1.00
Tm (s) 0.06-1.00
Sk 2-16
Sm 2-16

Tabla 7.2: Intervalos estudiados para cada variable en el simplex.

En la Tabla 7.3 se muestran los resultados del simplex junto con las sefales y
las desviaciones estandar relativa obtenidas para cada vértice tomadas como la sefial
media de 10 picos para 50.0 ppm de hidroquinona. Con este primer montaje se
obtuvieron 16 vértices no nulos. En negrita se destacan las combinaciones que

produjeron una mayor sefial quimioluminiscente.

Vértice Q(ml-min'l) Tk(s) Tm(s) Sk Sm Senal (kHz)  dsr(%)

1 2.8 0.06 0.06 2 2 3.6 10.1
2 7.2 0.20 0.20 5 5 204.7 1.9
3 3.7 0.90 0.20 5 5 22.6 7.1
4 3.7 0.20 0.90 5 5 686.2 1.6
5 7.2 0.30 0.30 5 5 276.0 2.7
6 3.7 0.90 0.30 5 5 67.5 2.1
7 3.7 0.30 0.90 5 5 845.0 2.3
8 3.7 0.30 030 14 14 618.0 3.1
9 4.7 0.40 0.40 7 7 483.3 24
10 6.7 0.80 080 13 13 1668.2 2.0
11 4.7 0.43 0.43 7 7 585.8 1.4
12 4.9 0.30 0.47 8 8 1270.3 2.9
13 4.9 0.31 0.47 8 8 1066.6 1.5
14 4.2 0.31 0.52 9 9 1183.2 1.5
15 7.2 0.26 0.26 5 5 507.8 2.7
16 7.2 0.27 0.27 5 5 425.8 4.5

Tabla 7.3: Resultados del simplex con el primer montaje.
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Capitulo séptimo

7.4.1.2. Simplex Modificado para el segundo montaje

Este segundo montaje se caracterizaba por tener dos valvulas solenoide en
paralelo, ubicadas dentro del luminémetro lo mas cerca posible de la celda de flujo
para evitar la dispersion de la muestra, ademads, las disoluciones eran impulsadas por

la bomba peristaltica. El montaje se muestra en la Figura 7.12.
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Figura 7.12: Segundo montaje.

Canal 1: KMnOy 2.5x10” mol1'en H,SO4 0.3 mol-1” (posicion OFF 1 hacia el
detector, en posicion ON 1* se recircula o desecho); Canal 2: Hidroquinona en
H,SO04 0.3 mol-l" (posicién OFF 2 desecho o recircula, posicion ON 2* hacia el
detector); P: Bomba pe