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1.1. ANTECEDENTES

El creciente nimero de controles analiticos requeridos en areas tales como la
salud, ¢l medio ambiente o la alimentacion hizo surgir, en los afios sesenta y setenta,
la necesidad de una utilizacion intensiva de procesos analiticos automatizados. 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. La disponibilidad comercial de variado instrumental,
las ventajas economicas que reporta a medio y largo plazo, y su incorporacion a la

industria, son también razones a las que atribuir el auge de estas técnicas.

Una de las metodologias de automatizacion, el Analisis por Inyeccion en Flujo
(Flow Injection Analysis, F.1.A.), ha experimentado un rapido desarrollo desde la
introduccion del concepto original por Ruzicka y Hansen'(Dinamarca) y Stewart’
(USA) en 1975, abarcando en la actualidad casi todos los campos analiticos. Si bien
resulta dificil formular una definicion del F.IA* 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 andlisis automatizado en flujo continuo no segmentado, 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 genera una
sefial transitoria en forma de pico, denominado fiagrama. El detector contiene una
celda de flujo. Cuando el analito u otra disolucion es insertada puede tener lugar o no

reaccion quinmca.

La utilizacion del flujo en régimen laminar conlleva a que la disolucion

insertada (muestra o a veces reactivo) fluya con un perfil parabolico debido a su
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avance con diferente velocidad, mas lentamente en las proximidades de las paredes del
tubo, donde es frenada por friccion, y mas rapidamente en ¢l centro. De ello resulta
una gradual dispersion de la muestra tanto en sentido radial como axial. La
metodologia FIA permite el control de la dispersion mediante el uso de condiciones
que favorecen casi siempre la dispersion radial, tratando de reducir de este modo el

grado de dispersion al mismo tiempo que se fuerza la mezcla entre muestra y portador.

Las medidas analiticas se llevan a cabo bajo condiciones de no equilibrio, ya
que no se alcanzan ni la homogeneidad fisica ni el equilibrio quimico durante el
tiempo de deteccion. Esto facilita la medida de intermedios de reaccion de vida corta
tales como radicales, frente a las técnicas convencionales en estatico. Bajo este punto
de vista, el FIA, en su modalidad mas frecuente, puede ser considerado como un

método cinético de analisis bajo la modalidad de tiempo fijo.

La metodologia FIA presenta dos ventajas que la hacen destacar sobre otros
métodos: un disefio simple y barato y suficiente robustez para soportar el tratamiento

habitual en un laboratorio analitico de control.

Existen numerosas publicaciones dedicadas a aspectos generales del analisis
por inyeccion en flujo™", o parcelas concretas del analisis quimico, tales como las
areas farmacéutica y medioambiental, dado el gran nimero de aplicaciones que ha

encontrado el F.A. en este campo.

La comercializacion de equipos a precios "asequibles”, la disminucion del
tiempo de andlisis con el consiguiente abaratamiento del mismo, la posibilidad de
llevar a cabo las distintas operaciones asociadas al andlisis clasico (filtracion y
redisolucion, extraccion liguido-liquido, valoraciones, uso de reactivos solidos
inmovilizados ,etc), el cardcter modular de la metodologia que permite el empleo de

los distintos sistemas de deteccion (espectroscopicos, electroanaliticos, etc) ha
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contribuido también a la expansion del FIA entre los métodos automaticos de

analisis'"?,

En la figura 1.1. se muestran los resultados de una revision efectuada para
conocer la frecuencia de utilizacion de diversos detectores aplicados en sistemas F.I.A.
El periodo que abarca la bisqueda comprende desde el afio 1980 hasta enero de 2002.
Esta se ha realizado sobre el Analytical Abstracts efectuando rastreos partiendo de las

entradas “Flow injection™ y “FIA” y de los distintos tipos de detectores.

Fluorescencia
- 8%

Espectrofotometria
30%

Quimioluminiscencia
9“/9
Potenciometria

— 5"/0

Figura 1.1.: Proporcion entre los tipos de detectores acoplados a los sistemas de
andlisis por inyeccidn en flujo.

AAS, Atomic Absorption Spectrometry: Espectrometria de Absorcion Atomica.

AES, Atomic Emission Spectrometry: Espectrometria de Emision Atomica.

MS, Mass Spectrometry: Espectroscopia de Masas.




Determinacion de diazepam, amarillo de acridina y nitritos-nitratos

En la figura 1.2., se comparan las proporciones de analisis sobre muestras del
campo farmacéutico y biomédico que emplean la técnica F.ILA. La revision

bibliografica fue analoga a la realizada para la confeccion de la Figura 1.1.

Formulaciones
farmacéuticas
10%

5 Aguas
Orina 35%
Suero 5%
g"/l) -

Sangre
10%

\Alimentos

31%

Figura 1.2.: Proporcion entre tipos de muestras analizadas por inyeccion en flujo en

las aréas farmacéutica, alimentaria y biomédica.

Como se ha dejado patente en el texto y las graficas, las areas y modalidades de
las técnicas de inyeccion en flujo son muy diversas y estan continuamente avanzando,
algunas de éstas se desarrollan a continuacion por estar directamente relacionadas con

los trabajos de investigacion que aqui se presentan.
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1.2. REACCIONES FOTOQUIMICAS EN FLUJO CONTINUO

1.2.1. Introduccién

La utilizacion de la luz como coadyuvante de las reacciones quimicas y su
aplicacion en Quimica Analitica es un hecho conocido y explotado. Ello es
consecuencia directa de las caracteristicas favorables que poseen los procesos
fotoquimicos sobre aquellos otros basados en reacciones quimicas. Con esta técnica se
evitan excesos de reactivos, resulta facil cambiar la longitud de onda de irradiacion lo
que equivale a variar la naturaleza del reactivo, “el fotén”, consiguiendo, en principio,
mejorar la selectividad. También se pueden obtener, en general, procesos mas rapidos
mediante la optimizacion de las condiciones de irradiaciéon (potencia de la lampara y
configuracion del reactor) y ademas, se pueden adaptar facilmente al trabajo en tlujo

continuo.

En cuanto a los analisis farmaceuticos es bien conocido que algunos de los
analitos son inestables a la luz, tanto en disolucion como en estado sélido. Esto
proporciona una ventajosa posibilidad de utilizar fuentes de irradiacion para proponer

métodos analiticos simples, rapidos y economicos.

Todos estos factores conducen al desarrollo de métodos analiticos en flujo
continuo con utilizacidén de fuentes luminosas como reactivo en el analisis de muestras
relacionadas con la farmacologia, los andlisis clinicos, control de pesticidas, de

alimentos, etc.
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1.2.2. Caracteristicas generales

La luz reune una serie de caracteristicas que la convierten en un “reactivo”
ideal en cuanto a su versatilidad. Segun la estructura quimica del analito, éste puede
sufrir oxidaciones, reducciones, hidrélisis, etc bajo la accion de la luz, dando lugar a
derivados que permiten mejorar la deteccion. Las fuentes de luz de diferentes
intensidades son facilmente asequibles y ademas se pueden incorporar “en linea” en
diferentes tipos de montaje y ser utilizadas con periodos de radiacion flexibles.
También existe la posibilidad de utilizar intervalos estrechos de longitud de onda con
la finalidad de mejorar la selectividad. Por otra parte, las lamparas con espectro
amplio, pueden ser usadas para extender su aplicabilidad a croméforos

multifuncionales.

Esta técnica ya ha demostrado indudables ventajas en la simplificacion de los
montajes analiticos, asi como en las prestaciones de las reacciones fotoquimicas como
herramienta en la obtencion de derivados para mejorar tanto sensibilidad como
selectividad en la deteccion. Esto es debido a la obtencion durante el proceso de
irradiacion de productos de reaccién con mejores caracteristicas cromoforas,
fluordforas, electroliticas, o bien por inducir desplazamiento en los maximos de

absorcion, emisién o en los potenciales red-ox.

Se pueden ilustrar estas afirmaciones con el caso de la tioridazina, que de una
fluorescencia nativa de intensidad 17.5 pasa a 204 después de ser sometida a
irradiacion, lo que supone un factor de 11.5". Otro ejemplo son las fenotiacinas, que
exhiben en mayor o menor intensidad fluorescencia nativa, y que al ser sometidas a
irradiacion sufren una oxidacion fotoquimica, cuyo resultado es un desplazamiento de
los méximos de emision a longitudes de onda mas corta acompafiado de un notable

incremento en la intensidad de luz emitida'* "
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Las fuentes de radiacion se pueden usar solas o combinadas con otras especies
quimicas que actuen como reactivos propiamente, o bien como sensibilizadores que,
por reaccion con un analito no fotoactivo, originan un compuesto capaz de

experimentar procesos fotoquimicos.

1.2.3. Tipos de aplicaciones

Atendiendo a la metodologia analitica utilizada, podemos considerar dos tipos

diferentes de aplicaciones:

a) En estdtico: se usa, en lineas generales para convertir uno o varios de los
componentes presentes en la muestra en fotoproductos que posean propiedades
diferentes a los productos originales, bien sea para favorecer la separacion o la
deteccion. Adicionalmente, la formacion de un fotoproducto puede servir para

confirmar la identificacion en una muestra de elevada complejidad.

Estos procedimientos se han mostrado especialmente utiles para estudiar
mecanismos y productos de fotodegradacion. Existe una importante area de trabajo en
la que se determina ¢l efecto de la irradiacion sobre farmacos tanto en condicones
aerdbicas como anerdbicas, para estudiar las reacciones alérgicas que €stos provocan

en la piel durante el tiempo de tratamiento.

La metodologia en estatico presenta algunos inconvenientes operativos al
compararla con la técnica en flujo continuo, ya que a menudo este tipo de

procedimientos requieren tratamientos prolongados, asi como la atencion del operador.

b) En flujo continuo: las posibilidades de aplicacion en esta area varian segiin
las condiciones de ubicacién de la fuente de radiacion en el montaje analitico.

Basicamente son:
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Pre-columna
HPLC
Post-columna

FLUJO CONTINUO

FIA

En HPLC, la puesta a punto de sistemas en modo pre-columna no presenta
dificultades; se trataria de una combinacion de la irradiacion en estatico y la separacion
cromatografica. Sin embargo ha sido utilizado muy escasamente’”. El campo de
aplicaciones se solapa con el de los métodos en estatico. Salomoun y Slais compararon
resultados pre y post-columna'®. Las conclusiones indican que, segiin los objetivos que
se pretendan, puede resultar mas adecuada una modalidad u otra. En general, la
configuracion post-columna, debido a la variedad de productos que se forman tras la
irradiacién, conlleva menores dificultades al evitar la separacién cromatografica entre
productos afines, asi como limites de deteccién mejores, ya que diversos productos

pueden contribuir en la sefial cuantitativa.

En cuanto a la derivatizacion post-columna, el uso de reactores con un volumen
muerto muy reducido, ha conseguido una disminucién notoria de la dispersion.

Ademas podemos citar otras caracteristicas ventajosas de esta técnica:

No provocan los problemas que conlleva el exceso de reactivo al detector.

e Posibilidad de mejorar la selectividad al utilizar lamparas con distinto espectro
de emision.

e Existencia de lamparas comerciales que permiten una gran variedad de

opciones, con un costo asequible.

e Mejorar la sensibilidad de la deteccion.

10
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e Se puede alcanzar un elevado rendimiento en la derivatizacion {eficiencia
cuantica) como resultado de las relativamente rapidas cinéticas de reaccion,
que permiten obtener alto rendimiento en la transformacion.

e Controlando las condiciones experimentales, se consiguen resultados de
elevada reproducibilidad.

s Automatizacion total del proceso.

e Facil combinacion de varios detectores distintos.

Las caracteristicas enunciadas exigen el cumplimiento de algunos requisitos que
cabria considerar para la correcta aplicacion de estos métodos. Entre otros cabe

cnumerar:

Utilizacién de longitudes de onda para la activacién que no sean absorbidas
fuertemente por los fotoproductos.

Los productos obtenidos en la reaccion han de ser estables durante el tiempo
requerido para su deteccién, normalmente tiempos muy cortos, inferiores a 1
minuto.

Elevada eficacia en la fotoconversion.

Estabilidad en el funcionamiento de la lampara y del caudal para que el tratamiento
luminico sea altamente reproducible.

Los fotoproductos obtenidos han de presentar caracteristicas adecuadas para su
deteccion: absorbancia, fluorescencia, o buenas propiedades red-ox.

Adecuado disefio del reactor y del detector.

La primera aplicacion de un proceso fotoquimico post-columna comentada por
Birks y Frei"’, fue la de Iwoka y Tunenbaum. Detectaron selectivamente compuestos
N-nitrosos; los cuales eran transformados en nitritos por fotohidrélisis. El nitrito era

determinado colorimétricamente por la conocida reaccion de Griess.

11
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Sur y colaboradores desarrollaron un método'™ para la separaciéon y
determinacion de compuestos arsenicales en orina. La separacion se efectud por
cromatografia de intercambio i6nico. En el sistema HPLC se emple6 como fase
moévil NaH,PO, 3 mM en agua a pH 2.33 (3.5 ml/min} y se acopld a un sistema FIA
con un reactor de fotolisis UV y a otro que disponia de un hormo microondas para
someter la muestra a un proceso de digestion. La deteccion se realizaba mediante
absorcion atomica. Se pudo constatar que la fotolisis UV proporcionaba mejores

resultados que la digestion por microondas.

El uso de una reaccion fotoquimica “en linea” para la formacion de un producto
fluorescente o con absorbancia en el UV-VIS fue llevado a cabo por Twitchett y
colaboradores'®. Determinaron cannabinol en orina, convirtiéndolo en un producto
altamente fluorescente después de la irradiacion. Una inyeccién con la lampara
apagada proporcionaba la sefial correspondiente a la linea base y la fluorescencia
nativa del “analito”; la diferencia entre las sefiales obtenidas entre la lampara

encendida y apagada, proporcionaba el parametro cuantitativo del método.

El binomio fotoquimica-electroquimica se utiliza desde principios del siglo XX,
pero su aplicacion analitica es muy posterior. Muchos estados excitados generados
por iradiacion (grados de oxidacion inestables, radicales intermedios, productos

finales, etc.) exhiben respuesta electroquimica.

Los primeros estudios realizados en medidas potenciométricas durante el tiempo
de irradiacion, caracterizaron cambios en la polaridad de la fuerza electromotriz
durante el tiempo de tratamiento. La mayor parte de estos estudios previos generaron
resultados contradictorios, por citar un ejemplo, en compuestos con el grupo
carbonilo, determinados autores obtenian potenciales positivos, mientras que otros

los conseguian negativos.

12
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Posteriormente se han combinado todo tipo de técnicas electroquimicas:

polarografia, amperometria, combinacion con flash fotélisis, etc.

La primera aplicacion en flujo continuo y con finalidad analitica dentro de este
campo, se publicd en 1979. Las nitrosoaminas al pasar por el interior de un tubo de
cuarzo irradiado por una lampara de arco de xendn, reaccionaban generando nitrito,
el cual era monitorizado a través de un electrodo de platino. El limite de detecion que
se alcanzaba era del orden de nanogramos, siendo el intervalo de aplicacion entre 3 y
1000 ng. El sistema resultaba muy complicado, ya que requeria mezcladores de

reactivos, columna cromatografica, reactores y sistemas de purificacion™.

Hall y Rodgers desarrollaron un fotoconductimetro como detector para HPLC?'.
En este detector se produce la fotolisis de compuestos que contienen halégenos,
nitrogeno o sulfuro, formandose productos idnicos que son detectados en una celda
conductimétrica. Los limites de deteccion se encontraron en el rango de picogramos

para muchos compuestos.

En otros sistemas desarrollados posteriormente™, el eluyente pasa por un tubo de
teflon alrededor de una lampara de mercurio, donde es fotolizado o fotohidrolizado,
formando especies electroquimicamente activas a potenciales oxidantes. La
configuracion de este tubo de tefléon alrededor de la Jampara es muy concreta, se
podria definir como “trenzado™ o “tejido™; la bibliografia anglosajona los define con
las siglas KOT, (Kinetted Open Tubular). Incluso el “analito” puede ser irradiado
directamente sobre la superficie del electrodo. De esta manera, pueden detectarse
estados excitados intermedios con vida media extraordinariamente corta (10* ). La
técnica ha sido aplicada a compuestos que no presentan electroactividad ni a
potenciales oxidantes ni reductores: pesticidas y medicamentos (penicilinas,

cefalosporinas, tanto en preparados farmaceiticos como en fluidos fisiolégicos).
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Algunas revisiones anteriores en el campo de la fotoquimica utilizada para

mejorar la deteccion en HPLC, pueden servir de ampliacion'”**%.

Se han desarroliado también sistemas dentro de la metodologia FIA que
incorporan fuentes de radiacion ‘“en linea” como forma de ‘derivatizacion”,
obteniendo resultados muy competitivos. Asi por ejemplo, se ha propuesto la
determinacion de clorpromacina mediante un sistema FIA, que permite determinar en

preparados farmaceuticos concentraciones entre 6.24 y 0.031 ppm.

Recientemente, Martinez Calatayud” y colaboradores han determinado
cloramfenicol en un sistema FIA con flujo segmentado, en el que la droga era
fotodegradada “‘en linea™ a pH 10.4 . El fotorreactor consistio en un tubo de teflon de
697 cm de longitud y 0.8 mm de diametro interno arrollado a una lampara de mercurio
de baja presion de 8W. El nitrito y los fotofragmentos orgéanicos generados en la
fotodegradacion  reaccionan con  ioduro, el cual es  monitorizado
biamperométricamente. El trioduro formado en exceso de solucién de ioduro es
detectado por polarizacion con dos electrodos de Pt a 100 mv. La metodologia se
aplico a preparados farmaceuticos y a muestras de orina.

1* en un sistema FIA ha

La determinacion biamperométrica de metronidazo
sido descrita también por Martinez Calatayud. El sistema estaba provisto de una
lampara de Hg de baja presion de 40 W y una celda de tlujo “‘casera” biamperometrica
con dos electrodos de Pt polarizados a 100 mV. La disolucion de muestra, después de
ser irradiada era insertada en un canal con agua destilada, el cual a su vez confluia con

una solucion mezclada “in situ” de Kl en H,SO,. Las muestras analizadas eran

preparados farmacetticos y formulaciones galénicas.
La viabilidad del tandem™ reaccion fotoquimica-deteccién quimioluminiscente,

ha sido estudiada por los mismos autores en otro trabajo para el caso del cloramfenicol

y otros nitrocompuestos. La fotodegradacion descrita en parrafos anteriores para el

14
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cloramfenicol, se aprovechd para desarrollar un método FIA-quimioluminiscente. Los
fotofragmentos organicos generados a partir de la droga reaccionaban con un sistema

luminol-Co(II) que servia para su monitorizacion.

Perez Ruiz y colaboradores’ han descrito un método para el analisis de la
vitamina K3 (menadiona) mediante una reacciéon quimioluminiscente fotoinducida en
FIA. La muestra y etanol eran inyectados simultdneamente en dos canales de tampon
fosfato a pH 7.5 . Estos canales convergian posteriormente en el fotorreactor, el cual
consitia en un tubo de PTFE de 60 cm. Una vez la muestra se encontraba en el
fotorreactor, el flujo se detenia y era irradiada en el UV durante 1 minuto. Después de
la radiacion, la corriente que salia del fotorreactor confluia con otra solucion
tamponada a pH 12 y posteriormente con un canal de luminol 0.02mM/hematina
6mM, midiéndose la intensidad de la quimioluminiscencia. El método fue aplicado a la

determinacion de preparados farmaceuticos.

La determinacion de pesticidas aromaticos en FIA por deteccion fluorescente
fotoinducida también ha sido descrita. Coly y Aaron® desarrollaron un método, en el
que deteminaban varios pesticidas que fluorecen de manera natural y otros que
fluorecen bajo radiaciébn a 254 nm (fenitrotion, fenvalerato, deltametrin y
diflubenzuron). Para la fluorescencia fotoinducida, la mezcla muestra/fase movil
pasaba a través de un fotoreactor de tubo de teflon de 2.5 m arrollado a una lampara
germicida de 8W, cubierta con papel de aluminio. El método fue aplicado en la

determinacion de pesticidas en aguas.

1.2.4. Materiales y disefio de los reactores fotoquimicos

El disefo y el material que constituye el reactor fotoquimico han experimentado

una evolucion desde los primeros trabajos en los afios setenta, hasta nuestros dias.
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La mayoria de las propuestas incorporan lamparas de arco {(de mercurio, de

33.34

xenon o de ambos), bien de presion alta o media™” , aunque también se han utilizado

lamparas de mercurio de baja presion®® y lamparas de “luz negra™.

Independientemente de la ldmpara que se utilize, se tiene que cumplir la
condicion de que el espectro de radiacion de ésta se solape con el de absorcion del
“analito”, La lampara de arco de Xe-Hg presenta un espectro de abarca toda la zona

del UV-VIS, teniendo validez general.

La desventaja que presentan las lamparas de arco es la cantidad de calor que
generan, por lo que requieren el uso de sistemas de enfriamiento, ya que la elevacion
de la temperatura dentro del reactor puede provocar procesos quimicos no deseados,
tales como polimerizaciones. También la fluctuacioén de ésta es causa de un aumento

en la irreproducibilidad de los resultados.

El uso de fuentes de baja presién ha sido propuesto’” para sustituir a la
anteriores, con objeto de conseguir la disminucion en la complejidad, tamafio y costo
de los reactores (no necesita de un equipo auxiliar). Este tipo de lampara no provoca
una elevacion de la temperatura tan notable como las anteriores, con lo cual la
reproducibilidad es mejor, al tiempo que no aparecen efectos negativos para el
material de teflon utilizado en el reactor. Estas lamparas emiten un porcentaje alto de
su radiacion en el UV (el 85% de la radiacion es emitida a la longitud de onda de 254

nm), radiacion que resulta 1til para muchas fotorreacciones.

La consideracion dltima para elegir una lampara de alta o baja presion, depende
de la cinética particular de cada reaccion. Tanto la intensidad de la fuente como el
tiempo de irradicion influyen en la concentracién de las especies intermedias. Esta
concentracién, a su vez, determina la de los distintos productos finales que, a menudo,
corresponden a multiples vias de reaccion que existen en los procedimientos

fotoquimicos. Un alto rendimiento en la obtencion de la especie cuyas caracteristicas
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de deteccion son las mas favorables, se puede conseguir con una adecuada

combinacion de intensidad y tiempo de irradiacion.

Desde un punto vista practico y mirando a su aplicacion analitica, no resulta, sin
embargo, imprescindible conocer la cinética de la reaccion, dada la reproducibilidad

€n su avance,

Debido a la necesidad de utilizar radiacion UV, los antiguos reactores eran de
cuarzo y por lo tanto, fragiles, sin ninguna versatilidad para el operador, y dificiles de
integrar en un montaje en flujo continuo. Posteriormente, se demostro la eficacia del
material de tefléon, que permite al operador variar la forma y condiciones de irradicion

de un modo sencillo.

El politetrafluoroetileno (PTFE, teflon) es hoy en dia el material mas utilizado,
sustituyendo ventajosamente al cuarzo. El PTFE resulta muy eficaz en la zona entre
200 y 300 nm a pesar de ser casi opaco a la radiacion. Se explica su alta eficacia en
esta zona por un mecanismo de reflexion interna (efecto “tunel de luz”) de la escasa
luz que atraviesa los microporos del polimero y que supone multiples reflexiones en
las caras internas del tubo. Unida a la gran eficacia del tefloén, se presentan otras
caracteristicas como son el precio reducido, la facilidad de incorporarse a un sistema
en continuo, la disponibilidad en varios didmetros, la obtencion de picos con mejor
simetria que con el cuarzo, y la facilidad de adaptacién a cualquier geometria. Todo

ello hace del teflon el material 6ptimo.

La unica desventaja del teflén es su permeabilidad al oxigeno; esto puede hacer
que en algin proceso la sensibilidad se vea disminuida si este elemento tiene un efecto
negativo. En cuanto a la dispersion que provoca la incorporacion del reactor al sistema,

en lineas generales, €sta es pequefia.
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Con el reactor utilizado por Scholten® para determinar fenotiacinas, se realizan
experiencias de la dispersion que sufren las muestras, mediante la inyeccion de éstas
con el reactor incorporado y sin €l, tanto con la lampara encendida como apagada. Los
resultados son los que cabia esperar: aumento de la anchura de los picos con el reactor
incorporado y modificacion de la simetria del pico, siendo mas simétrico si se dispone
de un reactor con la lampara funcionando. Experiencias complementarias demostraron
que ello es debido al aumento de temperatura que provoca la lampara (200W, Xe-Hg)

y que afectaban a la difusion.

Con teflon se construyen los reactores simplemente con el tubo enfrente o
enrollado en espiral a la fuente de radiacion; también, como se ha citado
anteriormente, y buscando la mayor eficacia posible, se proponen complicadas mallas
del tipo KOT (Knotted open tubular), las cuales proporiconan la minima dispersion en

comparacion con los enrrollados en forma de espiral de las mismas dimensiones.

Engelhardt y Neue propusieron una disposicion del tubo de teflén en la que éste
formaba una figura de cuatro lados. Esta configuracion se modificd por otra de seis
lados con la intencion de aumentar el area expuesta a la luz. El tubo no requicre
soporte externo, y rodea directamente la lampara, la cual va introducida dentro de una
caja hecha con material tipo malla (“pegboard™) a efectos de mejorar la ventilacion y
facilitar la comunicacion entre la lampara y el ventilador”. Se puede indicar que se ha
determinado” que 12 metros de tubo de 0.3 mm de didmetro interno con esta
configuracion proporcionan la misma dispersion que un metro de tubo dispuesto
linealmente. Existen otras propuestas posteriores que modifican las disposiciones

citadas anteriormente, aumentando la complejidad en mayor o menor grado.
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1.2.5. Variables experimentales

Las condiciones experimentales en las que tiene lugar la fotorreaccion, tienen
una importancia decisiva tanto en el rendimiento como en la velocidad de la
“derivatizacion”. Entre las mas influyentes, y segin la reaccidn que se trate, se
encuentran: el tiempo de irradiacion (caudal y longitud del reactor), intensidad de la
radiacién (potencia de la lampara y distancia hasta la disolucion), asi como la acidez y

la polaridad del medio o la temperatura.

1.2.5.1. Tiempo de irradiacion y dispersion de la muestra

El tiempo de irradiacién constituye un factor clave, y en flujo continuo se
encuentra muy ligado tanto al caudal como a la longitud del reactor; por tanto, es el
efecto combinado de estos parametros el que influye en la sefial transitoria. Hay que
recordar que se trata de procedimientos analiticos de tipo cinético (sin alcance del
equilibrio final) y que en flujo continuo, el alargamiento de la longitud recorrida por la
muestra o la disminucién del caudal, influyen negativamente, sobre la dispersion de la
muestra. Como ejemplo ilustrativo, en la figura 1.3. se puede apreciar la variacion en
el espectro de fluorescencia que proporciona una muestra de clorpromacina al ser
irradiada a través de distintas longitudes de tubo de teflon dispuesto alrededor de una

lampara®.

Este parametro influye implicitamente en el ensanchamiento de las bandas, lo
que provoca una menor resolucién en los sistemas cromatograficos y un menor

nimero de muestras procesables por unidad de tiempo en los sistemas FIA.

Gandelman y Birks”, estudiaron la interrelacion que existe entre el tiempo de
irradiacion y la dispersion, partiendo de la base de que cualquier reactor post-columna
introduce al menos una pequeiia dispersion y ésta puede ser minimizada al disminuir el

radio, la longitud del reactor y el caudal. Puesto que el tiempo de reaccion para un
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reactor dado depende del volumen (rr’L) y del caudal, es claro que ambos parametros
influyen en la dispersion de modo contrapuesto. Llegan a la conclusion de que son mas
ventajosos los tubos con pequefio didmetro y con longitud alta. Sin embargo, por
razones de conveniencia (trabajo a baja presion, precio, etc.), la mayoria de los
estudios utilizan tubo con diametro comprendido entre 0.2 y 2.0 mm de diametro

interno.

En los casos en que se necesita un tratamiento muy prolongado, se puede recurrir
al empleo de flujo segmentado para reducir la dispersion. En esta técnica el eluyente se
divide en segmentos por introduccion de burbujas de aire o porciones de liquido
inmiscible. Después de suficiente tiempo de irradiacion y antes del reactor, las
burbujas son separadas, siendo la dispersion que se obtiene casi unicamente atribuible

al tipo de separador utilizado.
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48 &7 a68 525

Figura 1.3.: Efecto de la variacién de la longitud del tubo de teflén expuesto a la radiacion UV.
Espectros de emisién de una disolucion de 20 ppm de clorhidrato de clorpromacina realizados con un
caudal de 1.37 ml/min y con una longitud de onda excitacién de 318 nm:

1)25cm (2,14 8);2) 40 cm (3.43 5);

3) 60 cm (5.15 8); 4) 76 cm (6.43 s},

5) Im (8.585); 6) 1.25m (10.72 s)
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Segun las expresiones tedricas derivadas de estos estudios™, la segmentacion es
ventajosa para tubos con diametros de 0.15, 0.25 y 0.40 mm cuando los tiempos de

reaccion exceden de 1.3 - 26's, 0.5 — 10 s y 0.2 — 4 s, respectivamente.

Bachman y Stewart’ utilizan un método de optimizacién multivariante que
aplican de modo conjunto al pH y al tiempo de irradiacion utilizando un sistema HPL.C
fotoquimico y con deteccion amperométrica. La secuencia de experiencias que
proponen estos autores consite en el procesado de muestras preparadas a diferentes
longitudes de reactores y manteniendo constante €l caudal que resulta mas adecuado

para la separacion cromatografica.

1.2.5.2. Fuentes de radiacion: intensidad, espectro y longitud de onda

Junto con el tiempo de irradiacion, el espectro de la lJampara y su intensidad son

los parametros que caracterizan “el reactivo” utilizado en los procesos fotoquimicos.

La concentracion instantanea de las especies intermedias tales como radicales o
moléculas excitadas, depende de la intensidad de la luz, y en consecuencia, también

los productos finales.

Segun la cinética particular de la reaccion, el rendimiento optimo del producto
de interés, puede obtenerse tanto para una alta intensidad y un tiempo de reaccion
corto, en algunos casos, como para bajas intensidades y tiempos de reaccidn largos, en
otros. Incluso, es posible que resulte beneficioso un proceso que permita tiempos en
que la reaccion transcurre en la oscuridad y con ausencia de altas concentraciones de
compuestos intermedios, continuando asi el proceso quimico por la via que favorece el
rendimiento del producto detectado.

Como se ha comentado anteriormente, la selectividad puede verse mejorada por

la irradiacion con longitudes de onda seleccionadas. Pese a ello, no se ha extendido el
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uso de lamparas monocromaticas o de filtros opticos; de hecho, la mayoria de las
lamparas que se utilizan son aquellas que cubren todo el espectro o bien una zona en la
que todas la substancias absorben. En sistemas HPLC-hv-EC, se ha comprobado que
es posible variar la selectividad™ cambiando la usual lampara de Hg por otra de Cd o
Zn, pero entonces se ha de sustituir el reactor de teflon por otro de cuarzo, ya que las
radiaciones propias de estas lamparas no son efectivas a través del teflon; esto supone,

considerables desventajas operativas.

Fl estudio de la influencia de la longitud de onda optima para conseguir la
fotodegradacion, se deberia realizar actuando directamente sobre la disolucion
problema o si la disposicion de las lamparas no lo permite, a través de un material

transparente a las longitudes de onda ensayadas.

Con estas consideraciones, se realizo un estudio sobre la reserpina®, utilizando
las radiaciones de una lampara de deuterio y otra de xendn, a través de una cubeta de
cuarzo que contenia el firmaco. Los incrementos de altura de la sefial obtenida en el
registrador con respecto a la que ofrecia el blanco han sido representados (figura 1.4.)
para las diferentes longitudes de onda ensayadas. En el examen de estas curvas se ha
de tener en consideracion que las lJamparas no emiten con la misma intensidad en todo
el espectro; esta es la razon por la que en la figura se adjuntan los espectros y potencias
correspondientes a las dos lamparas. La serie de medidas realizadas con la lampara de
deuterio permiten descartar como Optimas el uso de radiaciones cuya longitud de onda
sea menor de 244 nm. Los resultados obtenidos con la de xenon sefialan las longitudes
menores de 300 nm como las mas apropiadas. En consecuencia, de estas experiencias,
unicamente se puede extraer un intervalo conveniente de trabajo que, para la reserpina,
se situa entre 244 y 300 nm. Finalmente, se usé una lampara de baja presion de Hg
porque emite en la zona 6ptima, proporcionando buenos resultados y ademas, resulta

facilmente accesible.
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Figura 1.4.: Influencia de la longitud de onda con la que se irradia una disolucién de reserpina (HAc
IM) en la variacidén que experimenta la intensidad de fluorescencia a A excitacion 382 nm y A emision

486 nm.
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1.2.5.3. Polaridad del medio

La polaridad del medio puede resultar decisiva, especialmente cuando la
deteccion es fluorimétrica. En un estudio™ con el clobazan y el desmetilclobazan,
farmacos ambos que no poseen fluorescencia propia, realizado con un sitema HPLC-
hv-FI, se utilizan portadores de distinta polaridad, incluyendo el agua. Se observa que
al aumentar la polaridad (desde el acetonitrilo al metanol), se produce un incremento
en la intensidad de fluorescencia en el caso del clobazan, mientras que la tendencia

opuesta se manifiesta con el otro farmaco.

Se podria, por tanto, indicar que la polaridad del disolvente tiene, a menudo, un
efecto decisivo sobre la respuesta obtenida. Todavia no se puede explicar el porqué
muestran conductas opuestas, pero se sopecha que ello esta relacionado con la distinta

estabilidad de los estados excitados.

Aparecen resultados andémalos con el agua en los dos casos, si se considera
exclusivamente su polaridad. La posible explicacion a este comportamiento se atribuye
a la gran diferencia que existe con respecto a los disolventes organicos en cuanto a

viscosidad, capacidad calorifica, etc.

1.2.5.4. Influencia del contenido en oxigeno disuelto

Como en el caso de la polaridad, este factor tampoco exhibe un comportamiento

uniforme.

La vitamina K y sus homologos, fueron estudiados’’ profundizando en algunos
de sus aspectos caracterizadores de las reacciones fotoquimicas, tales como el efecto
del contenido en oxigeno. La vitamina K no posee fluorescencia nativa. Experiencias

de irradicion en estatico, proporcionan mas de tres productos diferentes, pero si se
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afladen pequefias cantidades de acido 4scorbico, unicamente se forma la hidroquinona.
Si en los disolventes empleados se reduce la cantidad de oxigeno por burbujeo previo
con nitrogeno, resulta un incremento de la sensibilidad que los autores han atribuido a
la potenciaciéon de una de las vias de la fotodescomposicién que conlleva a la

formacion de hidroquinona, cuyas propiedades fluorescentes son éptimas.

La concentracion de oxigeno mas conveniente dependera, por tanto, de la ruta de
degradacion concreta a considerar. Ademas, en el caso de que el detector sea
fluorimétrico, el exceso de oxigeno provoca un efecto amortiguador de la intensidad de

emision.
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1.3. LECHOS INMOVILIZADOS

1.3.1. Generalidades

El analisis por inyeccion de flujo (FIA) fue disefiado originariamente como un
vehiculo para la conversidn en sitemas homogéneos del componente de una muestra en
una especie medible. Este rasgo continda siendo todavia una de las principales
funciones de la técnica, a pesar de ello, es muy alto el nimero de publicaciones que

incluyen lechos reactivos dada la versatilidad y posibilidades de estos sistemas.

En los lechos reactivos tiene lugar una "inmovilizacién" o confinamiento de
reactivos en un lugar del sistema de flujo continuo; a través o sobre ellos fluye el
caudal de muestra-portador o de reactivos teniendo lugar la reaccion en la interfase
solido-disolucion. El confinamiento de estos reactivos se puede conseguir por tratarse
de productos insolubles o bien por haber sido anclados a un soporte solido estable al

flujo con ayuda de algin mecanismo fisico o quimico.

Las ventajas inherentes de la conversion en fase heterogénea solido-liquido
que tiene lugar al utilizar lechos reactivos es que la conversion del analito tiene lugar
donde no hay dispersion de la muestra, ya que dicha conversion ocurre en la interfase
solido-liquido®. Existen ademas algunas ventajas de tipo operativo en el uso de lechos
reactivos en FIA frente a los métodos basados en sistemas homogéneos. Cuestiones
como la simplificacion de los montajes por reduccion del numero de canales; mejoras
en sensibilidad y frecuencia de muestreo imputables a la menor dispersioén que sufre la
muestra y mayor grado de reactividad; mejora de la selectividad cinética al estar el
reactivo confinado en un espacio reducido; posibilidad de utilizar reactivos inestables
o insolubles, asi como evitar que llegue al detector un exceso de reactivos, son entre

otras las ventajas mas llamativas.
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Un lecho reactivo, entendido como tal el reactivo y el soporte empleado en el
confinamiento del reactivo en el sistema de flujo, debe reunir una serie de
caracteristicas tales como el tamaiio de particula adecuado que permita el trabajo a
bajas presiones, siendo ésta una de las principales ventajas de la metodologia FIA;
estabilidad mecanica al flujo continuo, inercia quimica frente al portador o
reactivos y no adsorcidén ni de analitos ni de productos a fin de evitar la
contaminacion de unas muestras a otras. El soporte ademas debe reunir buenas
caracteristicas de mojabilidad, debe ser inmune frente a la degradacién microbiana
(imprescindible en aquellos sistemas para el tratamiento de muestras bioldgicas),
y compatible con el sistema de deteccidn (caso de que el reactor se emplaza en la

misma celda del detector).

Las estrategias utilizadas en la obtencion de lechos reactivos hacen
referencia tanto a los mecanismos fisico-quimicos para inmovilizar el reactivo

como a la forma o configuracion que ha de tener el reactor.

Los sistemas para llevar a cabo la inmovilizacion son muy variados
dependiendo de la naturaleza del reactivo a inmovilizar y de la finalidad de la

inmovilizacién (reconcentracion, conversion, etc.).

Atendiendo al nimero de aplicaciones encontradas, los lechos reactivos se
clasifican en no enzimaticos y enzimaticos, segin la naturaleza del reactivo
inmovilizado (ya sea una enzima o no). La descripcion de estos dos tipos se desarrolla

posteriormente en sus correspondiente apartados.

Si se presta atencion al tipo de inmovilizacion del reactivo en el lecho podemos

considerar dos grandes grupos:
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a) Inmovilizacion natural:

» Reactivos de baja solubilidad (sales inorganicas, 6xidos metalicos, minerales,
metales, amalgamas, etc).

e Adsorbentes

e Resinas intercambiadoras

* Enzimas en su “entorno natural” (bacterias, tejidos animales o vegetales, células)

b) Inmovilizacion fisica o quimica del reactivo sobre un soporte solido.

¢ Membranas microporosas

e Atrapamiento en gel

¢ Confinamiento (atrapamiento} fisico

e Adsorcion fisica

e Enlace covalente.- CPG (vidrio con tamafio de poro controlado) o vidrio
silanizado (glutaraldehido, isotiocianato, carbodiimida, etc.)

e Carbon (carbodiimida, etc).

1.3.2. Lechos no enzimaticos

La inmovilizacién "natural" es una técnica especialmente simple, ya que se
reduce al confinamiento del reactivo en alguna parte del sistema FIA. Las restricciones
impuestas a esta modalidad vienen dadas fundamentalmente por las limitaciones
hidrodinamicas del material inmovilizado (fortaleza fisica al flujo continuo y
compatibilidad con la metodologia FIA de bajas presiones, aspecto este intimamente
relacionado con el tamafio de particula) y la reactividad quimica (selectividad frente al

analito e insolubilidad en el medio de reaccion).

Esta estrategia es con diferencia la méds empleada en la confeccién de lechos

reactivos no enzimaticos para su uso en FIA y analisis farmacéutico.
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Asi, por ejemplo, se ha propuesto un método para la determinacion de
metadona por medio de la reduccion del farmaco con una microcolumna reductora de
Cd o Zn y deteccion por espectrofotometria de absorcion atdémica. La reduccion de los
grupos cetonicos del fArmaco transcurre en medio acido, produciéndose una disolucion
parcial del reactor. La diferencia entre las sefiales obtenidas al inyectar un blanco
(agua a pH acido idéntico a la muestra) y al inyectar metadona resulta ser proporcional

a la cantidad de farmaco en la muestra*.

Un reactor de diéxido de manganeso microcristalino permite la determinacion
espectrofotométrica de epinefrina mediante la monitorizacion del producto de

oxidacion®.

La oxidacion de prometazina a un color rojo, imputable al radical libre
producto de la oxidacion del farmaco, se lleva a cabo haciendo uso de un reactor de
arsenito de cerio(IV). Dicho compuesto es sintetizado previamente a partir de arsenito

sodico y nitrato cérico. La deteccion se efectua espectrofotométricamente a 514 nm.*

Este mismo reactor ha servido para la determinacién fluorimétrica de

flufenacina en medio fosférico 0.01 M.#

La utilizacién de reactivos en polvo finamente dividido puede ser una
limitacidn de la técnica FIA al obligar a utilizar elevadas presiones. Los problemas de
presioén derivados de la oposicion mecanica que estos reactivos oponen al flujo
continuo  pueden resolverse mediante la utilizacion de un sistema de bombeo
alternativo a la clasica y universalmente utilizada bomba peristaltica (una bomba de
piston de las utilizadas habitualmente en HPLC) y mediante el reforzamiento
mecanico del sistema de flujo. La glicina ha sido determinada por espectrofotometria
de absorcion atdmica en un sistema FIA de alta presion como el descrito. El reactor,
una columna de carbonato basico de cobre en forma de polvo finamente dividido y de

dimensiones extraordinariamente reducidas (0.5 cm de longitud y 0.9 mm de diametro
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interno), libera una cantidad de cobre proporcional a la concentracion de aminoacido

inyectada®.

Otra de las técnicas empleadas en la preparacion de lechos reactivos se basa en
el atrapamiento o confinamiento del reactivo durante el proceso de inmovilizacién.
Particularmente interesante ha resultado el uso de resinas de poliester. El reactivo
objeto de inmovilizacion queda fisicamente atrapado en la matriz polimérica. El
proceso de polimerizacion transcurre en condiciones suaves y permite que el bloque
reactivo-resina obtenido sea manipulado mecdnicamente para la obtencion de
"reactivo" con las caracteristicas de tamafio y reactividad deseadas. Esta técnica se ha
aplicado a la inmovilizacion de carbonato de cobre y determinacion de aminoacidos: el
cobre liberado en la reaccion de complejacion con el aminoacido monitorizado a 324.8
nm por espectrofotometria de absorcion atémica’ o por posterior reaccion con zincon
y deteccion espectrofotométrica a 600 nm, permite la determinacion indirecta de
glicina, alanina, histidina, leucina, prolina y fenilalanina®.

#-%0" proporciona lechos

El atrapamiento de didoxido de manganeso o de plomo
oxidantes para diferentes medicamentos; la posterior monitorizaciéon por AAS del
metal liberado ha permitido determinar isoniazid y dipirona a 279.5 nm y 217 nm

respectivamente.

A medio camino entre la inmovilizaciéon "natural" y por enlace quimico se
encuentra la utilizacién de resinas de intercambio iénico. Pueden ser utilizadas varias

modalidades diferentes y no solo como meros intercambiadores de iones.

La inmovilizacion de hexacianoferrato (III) sobre resinas anionicas fuertes ha
servido para la oxidacion de varios fArmacos. El paracetamol puede ser determinado
espectrofotométricamente tras ser oxidado debido al color azul desarrollado con tenol
en medio amoniacal’'. La sefial analitica obtenida de este modo es aproximadamente el

doble de la obtenida cuando el oxidante se emplea en disolucion. La deteccion
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fluorimétrica de tiamina® es posible también mediante estos lechos de preparacion
sencilla (basta poner en contacto la resina anidnica fuerte con una disolucion

concentrada de hexacianoferrato (III) ) y gran capacidad de carga y estabilidad.

1.3.3. Lechos enzimaticos

Los enzimas son catalizadores bioldgicos extraordinariamente eficientes que
pueden incrementar en varios ordenes de magnitud la velocidad de las reacciones
quimicas, en muchos casos muy complejas. Su interés analitico radica principalmente

en su elevada selectividad y la capacidad de autoregeneracion via ciclo catalitico.

Gran nimero de reacciones serian analiticamente inutiles realizadas sin la
presencia de enzimas. No obstante. la utilizacion de enzimas ha sido durante mucho
tiempo muy restringida debido fundamentalmente a la dificultad y coste de los
procesos de aislamiento y purificacion y a la inestabilidad en solucién acuosa de la
mayor parte de enzimas, lo cual acarrea la consiguiente pérdida de su capacidad

catalitica, no pudiéndose recuperar de tales disoluciones y regenerar su actividad.

Estos inconvenientes han sido minimizados por medio de las técnicas de
"Inmovilizacion" de enzimas, que consisten basicamente en la fijacién de las proteinas
enzimaticas a soportes solidos o poliméricos. De este modo, la enzima retiene sus
propiedades cataliticas durante mucho mas tiempo, puede ser reutilizada un elevado

numero de veces y ademads de forma continua.

Existen numerosas maneras de inmovilizar una enzima, pero la mayoria de
estas técnicas se pueden considerar bien como métodos quimicos o fisicos de
inmovilizacion. La diferencia fundamental entre estas dos modalidades radica en la
"agresividad" del procedimiento de inmovilizacion y en la estabilidad de los lechos
obtenidos. Asi pues, los métodos quimicos proporcionan lechos de mayor estabilidad

mecanica al flujo continuo y la reactividad es menos susceptible de variaciones con el
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tiempo, no obstante, la naturaleza quimica de la unidén enzima-soporte puede modificar
el centro activo de la enzima y ocasionar pérdida de la actividad enzimética. Hay que

resaltar la simplicidad de los métodos fisicos de inmovilizacion.

Entre las técnicas y estrategias para llevar a cabo la inmovilizacion cabe

resaltar:

1. Confinamiento de la disolucién por membrana microporosa, técnica utilizada en la
preparacion de electrodos para su uso en flujo continuo®,

2. Atrapamiento en gel, la enzima queda atrapada en la matriz del gel en formacion™,
aqui podrian incluirse los electrodos de pasta de grafito™.

3. Adsorcién fisica de la enzima a un soporte inerte e insoluble (vidrio, oxidos
metalicos), tiene muy poca aplicacion en métodos en flujo continuo.

4. Resinas de intercambio idnico, por asociacion con los grupos cargados de la
superficie de la proteina™.

5. Con la enzima ligada covalentemente a un soporte sélido por medio de los

abundantes grupos nucleofilos (cadenas laterales de los amino4cidos)™.

El grupo de los lechos reactivos que contienen una enzima ligada
covalentemente a un soporte es el mas importante. La obtencion de estos lechos es
muy facil y puede ser realizada bajo condiciones quimicas muy suaves. En la figura
1.5. se muestran los mecanismos propuestos para modificar un superficie y dejarla apta
para enlazar quimicamente sobre ella un enzima. Estas superficies pueden ser de
poliestireno, nylon, nylon parcialmente hidrolizado, carbohidrato y vidrio o oxidos

metalicos.
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Figura 1.5.;
Mecanismos propuestos para la modificacion de superficies
¢ inmovilizacion de enzimas.

Enz: enzima.

El soporte mas usado es el vidrio poroso controlado (CPG), el cual es silanizado
con una solucion en acetona del silano seleccionado durante 10-20 minutos.
Posteriormente la enzima es fijada en el derivado resultante con la ayuda de |

compuestos como el glutaraldehido, isotiocianato, carbodiimida (en un soporte de fibra
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de carbono)®” **, triazina o en un colorante azoico. Este procedimiento permite la
inmovilizacién de una gran variedad de enzimas para obtener lechos reactivos de gran
estabilidad para trabajar en flujo continuo, algunos de estos lechos pueden llegar a
tener una vida de 2 afios. El método escogido depende de la enzima implicada, de tal
manera, que el glutaraldehido no es aconsejable para la inmovilizacién de peroxidasas
por copulacién azoica, pero resulta bastante mas apropiado para lactato

deshidrogenasa.

El glutaraldehido une los grupos amino de la superficie del vidrio y de la
enzima. (figura 1.6.) Los aminosilanos se utilizan para proveer de grupos amino a la
superifice del vidrio. En cualquier caso, la efectividad de la silanizacion viene

determinada por el disolvente y el procedimiento experimental usado.

|
n O — 5j == OH + (C;HsO1;SHCH )Ny - 0""?‘ — 0 ?“‘:”’”N“’
g, N S
| !

e { s G e O+ (LM 018HCHIgNH, == 08~ O~ SilCHNM;

b NH; + OHC o (CHyly—= CHO  ———= [ N = CH = [CHgly = CHO

Figura 1.6.: Proceso quimico de silanizacion con glutaraldehido.

E: enzima
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La silice proporciona excelentes propiedades para ser utilizada como soporte,
incluso mejores que los polimeros organicos, gracias a la posibilidad de enlazar un
gran numero de grupos quimicos por medio de diferentes agentes silanizantes, la
relativamente alta relacion de intercambio, el corto tiempo de equilibrio, y una buena
resistencia a los cambios de disolvente por debajo de pH 9. El vidrio de poro
controlado (CPG) proporciona poros de tamafio y superficie especifica muy definidos,

por tanto es el soporte usado mayoritariamente en estas técnicas.

1.3.4. Tipos de configuracién y ubicacion de los lechos reactivos

Al hablar de estrategias, como se ha indicado, también hay que tener en cuenta la
configuracion del lecho™. Esto ha llevado a la preparacion de reactores para su uso en
FIA con una configuracién distinta a la denominada packed-bead reactor. Las
configuraciones posibles se muestran en la figura 1.7. y corresponden a los siguientes

tipos:

Reactores abiertos: El fluido atraviesa libremente el reactor, sélo hay inmovilizacién

en la zonas internas periféricas del mismo.

1. Reactor tubular abierto: el reactivo es inmovilizado en las paredes internas del
tubo, que son de vidrio o de cuarzo.

2. Particulas incrustadas: Las particulas de vidrio, donde se encuentra inmovilizado el
reactivo, estan incrustadas en las paredes del reactor, normalmente de material
polimérico.

3. “Estalagatitas”: Surgen con la intencién de aumentar la superficie activa del
reactor. Las paredes de vidrio sufren un tratamiento para obtener las protusiones
que se muestran en la figura 1.7. Son reactores fragiles, ya que las “estalagtitas™ se
rompen con facilidad. Ademas presentan el problema de la falta de
reproducibilidad. No se pueden obtener dos reactores iguales. Mottola y col.

proponen un sistema de flujo para la determinacion de reserpina por oxidacién con
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periodato en presencia del catalizador Mn(IV), el cual es inmovilizado como MnO
cristalino y fijado en las paredes internas del tubo de tygon o de PTFE a modo de
“estalagtitas"™.

Impregnado: el reactivo se encuentra impregando en las paredes del reactor, por

ejemplo en las paredes internas de los tubos de succion de una bomba peristéltica.

Reactores rellenos: La superificie activa o de contacto con el fluido es mucho mayor.

l.

Reactor de lecho empacado: Las particulas solidas (reactivo o reactivo mas
soporte) son ubicadas dentro del reactor, de tal manera que ocupan la mayor parte
del espacio disponible. Consideraciones teéricas sugieren que estos reactores
minimizan la anchura de la base del pico FIA (menor dispersién) y son maés
sensibles (mayor concentracion de reactivo y superficie especifica). Por contra, la
mayor exigencia al flujo supone mayores exigencias a los sistemas de propulsion y
a la resistencia mecanica del sistema.

“Collar de perlas™: La distribucion de las particulas se aprecia en la figura 1.7. La
diferencia con el reactor de lecho empacado consiste en el tamafio de las
particulas. En el caso del collar de perlas, éstas tienen un tamafio de

aproximadamente el 70% del diametro del reactor.
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Figura 1.7.: Tipos de configuracion de los lechos reactivos.

La ubicaciéon del reactor dentro del montaje FIA ofrece un gran nimero de
posibilidades (ver figura 1.8.) y esta intimamente relacionada con la funcién analitica
del reactor: conversion del analito, (es con diferencia la modalidad mas extendida),

pretratamiento de muestra o reactivos, o combinacion con el detector.
La ubicacién 1 esquematizada en la figura 1.8. se utiliza para la preparacion del

reactivo, por ejemplo para su purificacion mediante adsorbentes o resinas de

intercambio i0nico, o para su transformacion. Podemos citar, 1a reduccion de nitratos a
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nitritos con una columna de Cd-cuperizado para obtener nitritos “in situ” (reactivo
utilizado en muchos anélisis de farmacos). Al utilizar disoluciones de nitratos, se
elimina el problema de la inestabilidad de las disoluciones de nitritos, las cuales hay

que preparar diariamente y conservar en frio.

El lecho reactivo se puede situar en ¢l canal de la muestra antes de la valvula
de inyeccién (fig. 1.8., ubicaciéon 2) con la finalidad de realizar un tratamiento de la
muestra, para casos €n que sea necesaria una purificacion, una reaccion previa o una

preconcentracion (el analito es retenido en la columna y posteriormente es eluido.

La posibilidad explotada con mas frecuencia sitia al lecho reactivo entre la

valvula de inyeccion y el detector en reacciones de conversion (fig. 1.8., ubicacion 3).
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Figura 1.8.: Diferentes posibilidades de ubicacion del reactor en el montaje FIA.
P: portador, M: muestra, B: bomba, V: valvula de inyeccion, D: detector, R: registro,

W: residuos, L: lecho reactivo.
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Un montaje bicanal en el que uno de los canales dispone de un lecho reactivo
permite la especiacion o determinacion sucesiva de varias sustancias (fig. 1.8.,
ubicacidon 4). Se ha propuesto un sistema de flujo para la resolucién de mezcla de
L-cisteina y L-cisteina. El procedimiento esta basado en la rapida oxidacién de
L-cisteina por Ta(IlI} y determinacion fluorimétrica del Ta(1) formado. La inclusién de
una valvula selector y de una columna Cu-Cd permite el by-pass de la columna
reductora (determinacion de cisteina) o alternativamente la reduccién de la mezcla

(determinacién conjunta de cisteina y cisteina)®.

El reactor puede también situarse en el bucle de muestra (fig. 1.8., ubicacién
5). Bajo esta configuracion se ha determinado paracetamol mediante columnas
oxidantes de hexacianoferrato(Ill) inmovilizado sobre resinas anidnicas fuertes®'. Esta
modalidad permite aumentar la sefial analitica y disminuir el tiempo de residencia;
también puede ser un montaje alternativo al tratamiento previo de las muestras, por
ejemplo, para preconcentracion del analito, facilita el simplificar el montaje al permitir
con una sola llave seleccionar las distintas etapas del proceso: inyecciéon de muestra,
elucion y reacondicionamiento de las resinas. Cuando su mision es la de conversion
todo el volumen de muestra esta en contacto con el reactivo antes de empezar la
dispersion en el seno del portador y para reacciones lentas evitaria usar la técnica de
stopped-flow que exige un perfecto control de los ciclos de apertura y cierre de las

valvulas de inyeccion.

Otra posibilidad consiste en emplazar el lecho en el sistema de deteccion, bien
formando parte del mismo (electrodos), o bien en la celda de flujo del detector (fig.

1.8, ubicacion 6).

Zhou y Wang han estudiado la selectividad de un electrodo recubierto con una
pelicula de Nafion que retiene farmacos catidnicos, como la prometazina, bajo
distintas condiciones experimentales, tales como el efecto competitivo de los

cationes de las tampones, el grosor del film, el pH de la fase mévil, etc™.
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La integracion de las etapas de conversion y deteccion es una tendencia 16gica,
no solo por que permite la miniaturizacion de los montajes FIA, sino también porque
incrementa notablemente la sensibilidad de la deteccion, pues el analito que ha

reaccionado no sufre dispersion en el camino hacia el detector.

“Optosensing at active surface” (optrodos) puede  considerarse una
cristalizacion de este concepto. En los optosensing manifolds se explotan las
interacciones energia radiante-materia (reflectancia, fluorescencia, absorciéon) debidas
a reacciones quimicas que tienen lugar en una superficie (sobre ella o en sus cercanias)
sobre la que fluye la disolucion. Esta superficie puede ser de estructura fibrosa, una
membrana de difusidén, un intercambiador i6nico, etc, cuyos cambios de color o de
fluorescencia son la medida de las reacciones que tienen lugar en la celda de flujo.
Operaciones analiticas de separacion o concentracion también son susceptibles de ser

efectuadas con esta modalidad.

Valcarcel y col. determinan una mezcla de aminas inmovilizadas sobre C18
que retiene el analito en la celda de flujo. Un espectrofotometro de fila de diodos

permite el analisis de los componentes®.

El éxito de los optosensing manifolds esta intimamente ligado al desarrollo de
nuevos sistemas de deteccion. Sensores quimicos incluyen fibras dpticas que conectan
los puntos en los tiene lugar reaccion, retencion o deteccion. Los microcircuitos
integrados son el ejemplo mas representativo del uso de fibras épticas como interfase
entre un detector convencional y un sistema FIA micro. Los optosensing at active

surface han revolucionado las técnicas de espectroscopia molecular.

El acoplamiento FIA-AAS permite la determinacion indirecta de gran numero

de medicamentos mediante la precipitacion in-situ con cationes metalicos.
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Clorhexidina y levamisol se han determinado por precipitacién con Cu(ll) y
tetraiodomercuriato respectivamente, seguido del lavado y posterior redisolucion del
precipitado con la consiguiente liberacion del metal® ®,

Otra estrategia se basa en la inyeccion del agente precipitante en un portador
formado por el medicamento. La diferencia entre las sefiales obtenidas cuando el
portador es agua o el analito resulta ser proporcional a la concentracion del
medicamento. De este modo se incrementa substancialmente la velocidad de

inyeccién®.

El uso de lechos reactivos no solo ha supuesto la incorporacion de nuevas
modalidades de deteccion, sino que ha rescatado y explotado con éxito, ampliando su
campo de determinaciones técnicas usuales en el analisis quimico. Tal ha sido el caso
de las técnicas electroquimicas, especialmente la proliferacion de electrodos con
selectividad y sensibilidad adecuadas que cubren un amplio espectro de necesidades

analiticas.
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1.4. QUIMIOLUMINISCENCIA

1.4.1. Aspectos tedricos de la quimioluminiscencia

Muchos sistemas quimicos son luminiscentes, es decir, al ser excitados
regresan a su estado normal por la emision del exceso de energia que poseian,

manifestandose ésta en forma de radiacion electromagnética.

Los dos tenomenos de utilidad analitica mas conocidos de luminiscencia son la
fluorescencia y la fosforescencia. No obstante, existe otra manifestacion de la
lumniscencia que ha ido cobrando un mayor protagonismo analitico, se trata de la

quimioluminsicencia.

La quimioluminsicencia, empleando una definicién sencilla, es la produccién
quimica de radiacion, en la que el estado excitado se produce como consecuencia de la
energia resultante en una reaccion quimica, ya sea a temperaturas ordinarias o también
se pueden incluir aquellos fenémenos en que la emision de energia radiante es superior
a la previsible para un cuerpo negro a las mismas longitudes de onda y temperatura, de
esta manera se amplia el concepto de quimioluminiscencia a procesos que tienen lugar

en llamas.

En la reaccidén quimioluminiscente, se origina un estado intermedio con una
especie que se encuentra en un estado electronico excitado y su desactivacion provoca
una emision de radiacion en las regiones UV, IR o visible del espectro. Segin el
mecanismo de la reaccién quimioluminiscente se habla de quimioluminiscencia directa

o de quimioluminiscencia indirecta.
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El desarrollo de las aplicaciones de la quimioluminiscencia en quimica
analitica es relativamente reciente, pero en un corto plazo de tiempo, estas técnicas han
alcanzado una gran importancia practica, sobre todo en el ambito del control de la
contaminacién, y esto se debe basicamente a las sensibilidades que se pueden alcanzar,

asi como la selectividad que presentan estos métodos.
Quimioluminiscencia directa:

La emisién de radiacion electromagnética tiene lugar a partir de un producto de

la propia reaccion.

A+ B——=(C*1+D

C* —— C + hv

Quimioluminiscencia indirecta:

La emision de radiacion se produce a partir de otra molécula (C) a la que el

producto excitado ha transferido su energia.

A+B+C———— AB+C*®

C*—— C +hv

También se puede dar el caso de que la transferencia de energia se efectie a

través de un estado metaestable.

excitacion

Aﬂ'
A*+B———— B*+ A

B*¥ =———— B + hv
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La especie que no participa directamente en la reacion recibe el nombre de

fluoroforo.

La energia que se libera en estas reacciones proviene de transiciones
electronicas a niveles inferiores en las moléculas o iones. El hecho de que se trate
de un proceso de fluoroquimioluminiscencia o de fosforoquimioluminiscencia, asi
como la longitud de onda emitida tras la reaccién dependen del tipo de estado
excitado que nos encontremos. Se define un rendimiento cuantico para los
procesos de luminiscencia en base a las constantes de velocidad de aquellos
procesos que se vean implicados en la emisidon de radiacion (desactivacion

energética).

En el caso de la quimioluminiscencia resulta conveniente expresar el rendimiento ()

mediante la expresion

1°. de fotones emitidos

& = " ;

n°. de moléculas reaccionantes
En una reaccion quimica existen procesos competitivos de activacién y
reacciones parasitas adicionales, teniendo esto en cuenta el rendimiento de la

fluoroquimioluminiscenia ( &, ) viene dado por la siguiente ecuacion:

G = Op Y@

Q

siendo J; la fraccion de moléculas que siguen la reaccion de interés, &, la eficacia en

la produccién de moléculas en estado excitado y & la eficacia luminiscente.
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A la vista de la expresion anterior, se deduce que para que una reaccion
quimioluminiscente sea eficaz, ésta requiere una produccion selectiva del intemedio y
una eficaz conversion del mismo en un producto en un estado singlete excitado
altamente fluorescente. En general, los rendimientos obtenidos en procesos
quimioluminiscentes son relativamente bajos, para el caso del luminol , ¢l rendimiento

se encuentra en el intervalo 0.01 — 0.05.

Sin embargo, los procesos bioluminiscentes poseen un rendimiento mucho mas
elevado. Las luciterinas (responsables de la bioluminiscencia de las luciérnagas) tiene

un rendimiento de aproximadamente 1 (100%).

Existen una serie de razones que explican el bajo rendimiento de las reacciones

quimiocluminsicentes:

a)  La energia requerida para la excitacion de moléculas con emisién de radiacion
electromagnética es apreciablemente ¢levada, de tal manera que este requisito se
ve satisfecho por un nimero muy limitado de reacciones. Cabe destacar entre
éstas, aquellas en las que participan perdxidos como intermedios.

b)  Una excitacidn eficiente provoca la liberacion instantanea de una gran cantidad
de energia en una Unica etapa de excitacion. Si aumenta el numero de etapas se
incrementea la probabilidad de que la energia sea transferida al medio.

¢) La mayoria de los procesos de desexcitacidbn que podrian producir
quimioluminiscenia transcurren a través de mecanismos no luminiscentes. Se

emite la energia en forma de calor por colisiones intermoleculares.

Hay que recordar, que la mayoria de las moléculas tienen mayor probabilidad de
sufrir la desactivacion hasta el nivel fundamental a través de procesos no

radiantes® .
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1.4.2. Quimioluminiscencia en fase liquida

Las reacciones quimioluminiscentes en disolucion tienen un considerable
potencial analitico, debido entre otros motivos a los bajos limites de deteccién que se
pueden conseguir con una instrumentacion relativamente simple para monitorizar la
emision. La ausencia de fuentes de luz reduce el ruido de fondo, de tal manera que los
limites de deteccion son regidos por el ruido de fondo del sistema quimico. En estas
reacciones por tanto, la pureza de disolventes y reactivos tiene una especial

importancia.

Las reacciones que implican la presencia de perdxidos son las que han tenido
una mayor importancia analitica. Dentro de este grupo podemos destacar aquellas
reacciones que afectan a los siguientes grupos quimicos: 1,2 dioxoetanos, 1.2
dioxetanonas, 1,2 dioxetanodionas, tetralquildioxetanos, tetraminoetilenos
organometalicos, acilhidrazidas (luminol), acridinas (lucigenina, ésteres de acridinio),

imidazoles (lofina).

En el caso de los dioxetanos, la reaccion transcurre con la formacion de dos
compuestos carbonilicos; donde uno de ellos al menos, se encuentra en estado

excitado.

Existen otras reacciones en las que se produce transferencia de electrones y en
las que no intervienen peroxidos. Mediante métodos electroquimicos se generan
radicales catiébnicos y anidnicos que al recombinarse pueden producir

quimioluminiscencia, como ocutre en el caso del difenil antraceno.

La intervencion de estados singlete electronicamente excitados del oxigeno, ha
sido utilizada en muchas reacciones quimioluminiscentes. Cabe destacar aquellas
relacionadas con la lucigenia (descrita en el apartado Reacciones quimioluminiscentes

de las acridinas), lofina y luminol.
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Reaccidon del luminol:

Implica la oxidacion del luminol, (5-amino-2,3-dihydro-phthalazina-1,4-diona o

S-aminophthalhidrazida), en medio basico de pH 10-11. Ver figura (1.9.).

O
OH’, catalizador, H ZOL o
| > _——> 2-AFA+lw
0O
NHy O NHy O

luminol 2-aminoftalato *
(2-AFA¥)

Figura 1.9.: Reaccion quimioluminiscente del laminol.

Esta reaccion requiere la presencia de un oxidante como H,0,, NaClO,
K,Fe(CN),, etc. La reaccion esta catalizada por determinadas enzimas, como las
peroxidasas y por la presencia de iones metalicos entre los que el Co(IT), Cu(ll) y
Fe(II) son especialmente efectivos. El Fe(CN)," puede actuar como catalizador/co-

oxidante en la reaccién. El luminol produce una luminiscencia azulada® ™.
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1.4.2.1. Aplicaciones analiticas

La quimioluminiscencia en fase liquida ha sido utilizada basicamente en cuatro

tipos de aplicaciones.

¢ Indicadores volumétricos
s Determinacion de trazas de metales
o Determinacion de oxidantes

e Analisis de productos organicos.

a) Indicadores volumétricos:

Se han utilizado en los cuatro tipos de equilibrios idnicos clasicos.

En acido-base su utilizacion reside en que la quimioluminiscencia aparece en
medio alcalino. Al valorar un acido con una base, el indicador produce la reacion
quimioluminiscente al alcanzarse el medio alcalino, en presencia de un oxidante,
generalmente H,0,, y/o un catalizador. En valoraciones de bases, el indicador dejaria

de ser quimioluminiscente al complejar completamente el i6n metalico.

En las complexometrias, la deteccion del punto final esta basado en el efecto
catalitico de algunos iones metalicos sobre los procesos quimioluminiscentes del
luminol o lucigenina. Las valoraciones se producen en presencia de oxidante y la

quimioluminiscencia desparece al adicionar el primer exceso de valorante.
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En las volumetrias de precipitacion y red-ox también aprovechan el exceso de
oxidante que se suele emplear como valorante para producir la luminiscencia del

indicador.

b) Determinacion de trazas de metales:

El efecto catalitico de algunos iones de metales de transicion en la oxidacién de
luminol, lucigenina y lofina constituyen la base para muchas aplicaciones analiticas.
La intensidad de emision es proporcional a la concentracion en un amplio margen de
estos iones.

Como varios iones pueden activar una reacciéon de quimiolumniscencia bajo
determinadas condiciones, el principal problema de estas determinaciones es la
selectividad. La eliminacion rigurosa de los contaminanates mejora sensiblemente los

limites de deteccion.

¢) Determinacion de oxidantes:

Se ha utilizado el sistema basado en la catalisis del luminol por iones metalicos
para el analisis de especies oxidantes como el H,0,, ClO', Br,, I,, Fe(CN),*, MnQy,,
etc. El bajo ruido de los fotomultiplicadores actuales permite la determinacion de
cantidades muy pequefias de compuesto, siendo de especial importancia la pureza de

los reactivos.
dj Andlisis de productos organicos:
Las aplicaciones de la quimioluminiscencia al analisis organico han tenido gran

auge, principalmente a aquellos productos de interés bioquimico o farmacologico,

baséndose estas aplicaciones en muchos casos en propiedades 0xido-reductoras.
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En la bibliografia se pueden encontrar muchos metodologias que emplean esta
técnica en la determinacién de enzimas, nucledtidos, aminas, aminoacidos,

carbohidratos, esteroides, hidrocarburos aromaticos policiclicos, drogas, etc.

Entre otros, Liu y colaboradores describieron la determinacion de D-glucosa
por quimioluminiscencia’’. El método esta basado en la reacciéon del luminol con el
H,O, formada en la oxidacién catalizada por la glucosa oxidasa de la D-glucosa. La
determinacion se realiza en continuo y el montaje esta equipado con un reactor
enzimatico preparado inmovilizando glucosa oxidasa en un tubo de nylon y un

detector de fotodiodos.

Andrew desarrolld6 una metodologia por inyeccién de flujo para la
determinacién de hidrocarburos aromaéticos policiclicos (PAHs)™. La muestra era
inyectada en el canal del portador (acetonitrilo), la cual se mezclaba con el canal del
reactivo  (2,4-dinitrofenil  oxalato y H,0,, ambos en acetonitrilo). La

quimioluminiscencia resultante se detectaba en un tubo fotomultiplicador de 12V.

Viflas y colaboradores determinaron drogas, que contenian el grupo tiol, por
quimioluminiscencia”. La muestra era disuelta en agua, y una alicuota de la misma era
introducida en un sistema FIA consistente en luminol tamponado a pH 104
(KOH/acido bérico), Cu(ll) y H,0,. La metodologia se aplico en la determinacion de

cisteina, penicilamina, tiouracilo, N-acetilcisteina y mercaptopropionil-glicina.

Li y Zhang han descrito un método quimioluminiscente en flujo para la
determinacion de los D-aminoAcidos totales en suero con reactivos inmovilizados™. La
D-aminodcido oxidasa se inmovilizé en silica-gel amino modificada, activada por
glutaraldehido y empacada en columna. Los otros reactivos, incluyendo el luminol y
ferricianuro se inmovilizaron electrostaticamente en un columna de intercambio

anidnico. Los aminoacidos eran detectados mediante la reaccion quimioluminiscente
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entre el H,0, generado en la columna de enzimas, el luminol y el ferricianuro, el cual

era eluido de la columna de intercambio mediante una inyeccion de fosfato sodico.

El efecto catalitico del Cu(Il) en la reaccidon del luminol con H,O, es
cuantitativamente inhibido por la presencia de un a-aminoacido. Hara y colaboradores

se basaron en este proceso para determinar 16 aminoicidos bajo condiciones

diferentes”.

1.4.3. 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 reaccion con una
instrumentacién y procedimientos muy simples. La intensidad de la luz emitida se
mide mediante un tubo fotomulitiplicador PMT. Como habitualmente solo hay una
sustancia en el medio de reaccion que emite luz, no se necesita un monocromador para
la discriminacién de longitudes de onda. Avances recientes en la instrumentacion
analitica han facilitado la mecanizacion o automatizacion de las distintas operaciones:
adicion del reactivo, adquisicion y procesado de datos, el uso de cubetas multiples, etc.

con una modificacion no sustancial del proceso bésico.

Existen dos modalidades basicas para realizar medidas de

quimioluminiscencia:

a) Procedimientos en estatico

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

En esta 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 lumindémetro, situada frente a la ventana del PMT vy con
ayuda de una jeringa se afiaden porciones del reactivo quimioluminiscente o
bioluminiscente. Se puede observar la curva en la Figura 1.10. 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 maximo.
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Figura 1.10.: Curva de intensidad de la emisién quimioluminiscente frente al tiempo.

1.4.3.2. 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
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canal (Figura 1.11.). 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 reaccién
transcurrido y por tanto el perfil de la intensidad de la emision

quimioluminiscente frente al tiempo de reaccién.

Los elementos esenciales para la determinacién 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 disefiados para otros propdsitos incluyen todos estos elementos y
pueden servir para realizar medidas quimio y bioluminiscentes. Como resultado de
esto, es comun en ¢l trabajo en FIA el uso de sistemas no especificos adecuadamente
modificados, tales como espectrofluorimetros en los que se sustituye el monocromador

de emision por sistemas adecuados para la reflexion total de radiacion emitida.

Intensided de

£
ar
Tiempo de 1BACCion  —
Reactrvo £
Flujo —p
Reactivo B

Funto donde los reactivos se
mezclan ¥ empieza la reaccion
quiminlurniniscente

Figura 1.11.: Localizacién de la ventana de observacion respecto de la curva de la emision frente al
tiempo para medidas quimioluminiscentes en flujo. La regién sombreada de la curva representa la

porcion de emision que se detecta.
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La Figura 1.12. muestra un sistema bdasico FIA 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 flyjo 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 reaccioén se monotoriza mediante un tubo fotomultiplicador conectado

al adecuado dispositivo electrénico.

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 tamafio y configuracion 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.

Figura 1.12.: Montaje FIA utilizado en combinacién con deteccién quimicluminiscente.

P: portador, R: reactivos, B: bomba peristaltica, V: valvula de insercion de muestra, T: pieza en forma de

T, C: celda, D: desecho, PMT: tubo fotomultiplicador, G: registrador
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1.4.3.2.1. Reacciéon muestra-reactivo

La reaccion quimioluminiscente en un sistema FIA tiene lugar al confluir dos
fluyjos 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 (reaccidén y emision) rapidas.

Los sistemas heterogéneos en los que alguno de los reactivos que intervienen
en el proceso quimioluminiscente se inmoviliza (fisica o quimicamente) sobre un
soporte sOlido tienen también un gran interés analitico®. La emisién
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
enzimas sobre soportes sélidos 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 FIA 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 emision-tiempo. La informacion
cin€tica se obtiene de la sefial completa (de la velocidad de ascenso y decaimiento) y
se puede relacionar con la concentracion del analito con una precisién y selectividad

mayores que la altura o el area de la curva intensidad de emisidn-tiempo””.
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14.3.2.2. Celdas

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 determiné cual era la mas adecuada para cada tipo de técnica. El
disefio mas frecuentemente usado en FIA es una espiral plana que se situa tan cerca

como sea posible del tubo fotomultiplicador (PMT).

El requisito primordial a la hora de disefiar una celda es que la maxima
intensidad de luz se debe emitir mientras la mezcla analito-reactivo estd delante del
detector. Esto exige un mezclado rapido (particularmente en reacciones rapidas) y una
celda que tenga un volumen apropiado para que el pico de emision se pueda medir. La
sefial analitica se ve incrementada al aumentar la longitud de la espiral; la longitud
minima aceptable vendrd 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 inyeccidn 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 el mejor compromiso entre

la reaccién y la dispersién™.

En comparacién con las celdas de flujo utilizadas en otros métodos
espectrofotométricos (absorcion y emision), las celdas de quimioluminiscencia tienen
volimenes muy grandes, debido en parte a la necesidad de recoger una mayor cantidad
de luz emitida y en parte porque la sefial del ruido de fondo se atribuye normalmente al
“blanco quimico”, por ejemplo, en la quimioluminiscencia seria la presencia de

sustancias contaminantes en la mezcla de reaccion’™ .
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Se han desarrollado nuevos tipos de celdas quimicluminométricas con la
finalidad de exponer al tubo fotomultiplicador una gran superficie de reaccién con el
minimo volumen de celda posible. Otra celda que se ha utilizado en
electroquimioluminiscencia 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 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 rotatoric para
facilitar la reaccién 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 vy
una salida para el paso de la disolucion. La superficie del disco se pule suavemente

para reducir la dispersidén y aumentar la reflexion de la luz.

1.4.3.2.3. Detectores

Los detectores adecuados para una gran variedad de aplicaciones
quimioluminiscentes son los basados en tubos fotomultiplicadores (PMTs)
donde los fotones incidentes causan la emisién 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 preferidos para este proposito. Debido a que la
respuesta espectral no es uniforme, el tubo fotomultiplicador debe poseer una
respuesta apropiada a la longitud de onda o el intervalo de longitudes de onda

donde se emite la radiacion®.

Cuando se tienen una intensidad de quimioluminiscencia baja, la precision de la
medida depende del tubo fotomultiplicador utilizado. Por este motivo, el PMT
escogido debe dar la maxima relacion sefial-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 puede incluso

medirse analogicamente, mediante un polimetro o un registrador adecuado.

Los LSCs proporcionan mejor relacion sefial-ruido de fondo y se basan,
esencialmente, en dos canales de contadores de fotones provistos de un discriminador
variable. La muestra se sitta 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 proporcionan relaciones no lineales entre la intensidad
quimioluminiscente y el numero de cuentas total. Esta tultima deficiencia podria
subsanarse con una dilucién apropiada de reactivos y muestra, por disminucién de la

velocidad de reaccion o reduciendo la fraceién de luz que se transmite.

Independientemente del detector empleado, puede darse un elevado ruido de
fondo si se requiere una ampliacién de la seflal. 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 sefial-ruido de fondo. Finalmente,
cabe sefialar que el ruido de fondo también puede surgir a causa de otras variables

experimentales® y del sistema quimico.
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Capitulo segundo

2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO
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2.1. OBJETIVOS

Desde la aparicién de la metodologia FIA, ésta ha experimentado un gran
desarrollo, mostrandose como una herramienta de gran versatilidad, facil manejo y

bajo coste, util en diversos campos del analisis quimico.

Las experiencias presentadas en esta memoria responden a los siguientes

objetivos fundamentales:

I. Aplicacion de metodologias FIA a la determinacion de muestras de interés
farmaceutico y medioambiental. En estas areas se requicre la realizacion de un
gran numero de analisis para el control de calidad de materias primas, productos
finales, etc, ademas de los controles que las disposiciones legales exigen de manera
cada vez més estricta. Dentro del campo de muestras farmacéuticas, el objetivo es
el desarrollo de una metodologia analitica para la molécula diazepam y posterior
aplicacion a formulaciones farmaceuticas. Enmmarcandose dentro del campo de
muestras de interés medioambiental, se fijan como objetivos la obtencion de
procedimientos para la determinacion de nitritos y nitratos en aguas y de amarillo

de acridina en aguas residuales de origen industrial.

2. Se pretende llevar a cabo estos objetivos empleando técnicas de deteccion
robustas, facilmente disponibles y asequibles para cualquier laboratorio analitico,
como son los sistemas FIA y la deteccion fluorimetrica, colorimétrica o

quimioluminiscente.
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3. Por otro lado, la utilizacion en la técnicas de analisis por inyeccion de flujo de
recursos como pueden ser el uso de reactivos inmovilizados o la propia luz,
podrian aportar a los métodos propuestos ventajas asociadas, por lo que fue
también uno de los objetivos que orientaron el desarrollo de los trabajos que

constituyen la presente tesis doctoral.

2.2. PLAN DE TRABAJO

Tras una etapa de revision bibliografica para conocer las posibilidades de las
diversas técnicas a emplear y de la caracteristicas analiticas de los posibles analitos, la
estrategia general seguida en los trabajos incluidos en la presente memoria se traduce

en las siguientes etapas:

.- Ensayos previos

Consistio6 en la realizacion de experiencias encaminadas a obtener informacion
cualitativa y semicuantitativa sobre la fotodegradacion y posterior deteccion
fluorimétrica (determinaciéon de diazepam), sobre la reactividad de un lecho
inmovilizado y reaccion colorimétrica utilizados (determinacién de nitritos/nitratos) y
sobre los nuevos sistemas quimioluminiscentes (determinacién de amarillo de

acridina).

En esta etapa se estudi6 la adecuacién de los reactivos y de las técnicas para el
tratamiento de muestras (lampara de Hg, columna reductora). También se estudiaron la
influencia de variables tales como medio de reaccion, pH y temperatura, tanto en

modo estatico como en flujo continuo.
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La estabilidad de las disoluciones de reactivos y/o analitos también fue

investigada en esta etapa.

2.- Optimizacion

Una vez seleccionada la configuracién del sistema FIA mas adecuada, se
procedié a la optimizacién del sistema mediante un procedimiento de aproximaciones
sucesivas y atendiendo a cniterios de sensibilidad, reproducibilidad y velocidad de

inyeccion,

En primer lugar fueron optimizadas las variables quimicas del sistema y a
continuacion se procedid a la optimizacion de las variables propias del sistema FIA. El
procedimiento de optimizacion utilizado fue el clasico univariante. Finalmente, se

reoptimizaron las variables quimicas y/o otras segun los casos.

3.- Aplicaciones analiticas.

En este apartado se determinaron en primer lugar las caracteristicas analiticas
del método, tales como intervalo de linealidad, reproducibilidad, repetividad y
velocidad de inyeccion.

A continuacion se realizo un estudio de la influencia de posibles interferentes
que permitid conocer la tolerancia del método frente a los compuestos comunmente

presentes en las muestras de estudio,

Finalmente, se procedio a la determinacion de los analitos en las respectivas

muestras reales.
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Capitulo tercero

3. INSTRUMENTACION Y REACTIVOS
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3.1.- INSTRUMENTACION ANALITICA

El instrumental analitico empleado en las distintas etapas del trabajo

experimental se describe a continuacion:

Lampara de mercurio Vilmer-Lurmat T-60, utilizada para la reaccién de

fotodegradacion del diazepam.

Espectrofotometro de fluorescencia Perkin Elmer LS50 utilizado para la

determinacion de diazepam.

Espectrofotometro UV-VIS, modelo Lambda 3B de Perkin Elmer empleado en la

determinacién de nitritos y nitratos.

Lumindémetro de fabricacion propia para la determinacién de amarillo de acridina.
Esta constituido por una caja hermética a la luz en cuyo interior se mezclan las
disoluciones de reactivos mediante una confluencia en forma de T con un volumen
muerto minimizado y preparada para efectuar conexiones FIA. 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 (figura 3.1.), sin dejar huecos entre las
espiras, presentando un diametro total de 3 ¢cm. Esta espiral plana se dispone entre
la ventana de un tubo fotomultiplicador situado a 2 mm de distancia y un espejo
perforado, para lograr mayor intensidad de luz. El tubo fotomultiplicador empleado
tue el (PMT) P30CWADSF-29 tipo 9125 de Electron Tubes, que operaba a 1280 V.
Este fototubo exhibe una respuesta espectral entre 300 y 650 nm con un maximo a

400 nm. La altura de los picos se median en kHz.
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Espectrofotometro de diodos de barrido Hewlett Packard 8452A para las pruebas
espectrofotométicas previas en los trabajos de determinacion de diazepam y

nitritos/nitratos.

Balanza analitica modelo BP110S, de Sartorius.

3.2. MATERIAL FIA

En los montajes FIA realizados durante el desarrollo del trabajo experimental

se empled el siguiente material;
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Bomba peristaltica Minipuls 2 de Gilson.

Bomba peristaltica digital Minipuls 3, modelo M312 de Gilson.

Valvula de inyeccion de tres canales, modelo 5051 de Reodhyne.

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

Tubos de PTFE de Omnifit.

Tubos de Tygon para bomba peristaltica de Omnifit.

Celda de flujo (Hellma) de 1cm de camino optico y 30 pl de volumen interno.
Celda de flujo artesanal de cuarzo, en espiral plana, para determianciones

quimioluminiscentes (figura 3.1.).

Figura 3.1. : Disefio de la celda de flujo en sistemas FIA

con deteccidon quimioluminiscente.
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3.3. REACTIVOS

El agua empleada en la preparacion de las disoluciones acuosas era purificada
por Osmosis inversa y posteriormente desionizada con un sistema de cartuchos de
intercambio idnico modelo Nanopure II, de Barnstead. Los reactivos utilizados en el
desarrollo experimental, todos ellos de calidad analitica sino se especifica lo contrario,

se detallan a continuacion ;

Determinacion de diazepam

Para las diversas disoluciones acuosas empleadas en el presente estudio se
empleo NaOH y CuSO,5H,O de la marca Panreac. El diazepam (Guinama) se
disolvia previamente en etanol absoluto (Panreac), obteniéndose asi las
disoluciones concentradas patron, éstas eran almacenadas a 5°C para evitar su

degradacion.

Se utilizaron ademas sales de diferentes metales en ¢l estudio de los posibles
catalizadores. Estas fueron CoCl,-6H,0, FeCl,, MnCl,2H,0, K.S,0, y AgNO,
(Merck).

Para el estudio de interferentes se empled piridoxina (Guinama), glucosa

(Panreac), lactosa (Panreac), sorbitol (Acofarma) y sacarosa (Acofarma).

Determinacion de nitritos y nitratos

Fueron utilizadas disoluciones acuosas de sulfato de 3,6-diamino acridina
(Sigma), NaNO, (Panreac), NaNO, (Panreac). También se usé Cd metalico (Merck) y
CuSQO, 5 H,O (Panreac).
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Para la conversion de nitratos en nitritos era necesaria una disolucién tampon,
la cual era preparada de la siguiente manera : disolviendo 14g de NH,Cl (Panreac) y
1.7g de Na,EDTA (Panreac) en agua, posteriormente se ajustaba el pH a 8.5 por
adicion de NH, (Probus) diluido gota a gota. Finalmente la mezcla resultante se

enrasaba a un volumen de 1 litro con agua destilada.

Para la determinacion de nitratos, fue necesario que estos experimentaran una
reduccion quimica a nitritos ; para ello se emple6 “in-situ” una columna de cadmio
cuperizado de 10 cm de lengitud y 0.5 cm de didmetro interno. Esta columna fue

rellenada con particulas cuyo tamafio medio era de 4 mm.

Para ¢l estudio de interferentes se emplearon las siguientes sales : KBr, Na,80,, KCl, K,PO,, NaHCO;,
Na,CO;, CuS0,5H,0 de Panreac y FeCl,, CdSO,, AICL;, ZnCl,, NH,Cl, MgNO,-6H,0, CaCl,, Na,SiO;
de Merck.

Determinacidén de amarillo de acridina

Para la preparacion de las disoluciones de MnO,” se partia de disoluciones
concentradas de KMnO, (Panreac). Estas disoluciones concentradas eran llevadas a
ebullicién durante un minimo de 10 minutos, tras lo cual eran microfiltradas en placa
porosa de 0.45 p. Una vez microfiltrada esta disolucion, se practicaban las diluciones
pertinentes para obtener las concentraciones deseadas para cada experiencia. La
disoluciones de H,SO, (Panreac), se preparaban a partir del acido concentrado por

dilucién del mismo.
Se preparaban disoluciones “madre” de amarillo de acridina (Aldrich) en forma

de clorhidrato en agua. A partir de estas disoluciones concentradas se obtenian las

diversas soluciones de muestra por simple dilucién.
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En el estudio de los fotosensibilizadores se empleo sodio dodecilo sulfato,
hexadecil piridinio, triton X100, rodamina B, riboflavina, acido férmico, sulfato de

quinina de Guinama.

Para el estudio de interferentes se emplearon las siguientes sales :
NaH,PO,3H,0, NH,S0,, Ca(NO;), 3H,0, NaNO,, NiNO,-6H,0 y Mg(NOQ,),-6H,0 de
Probus ; NaHCO, de Guinama; CuSO,5H,0, Co(NO,),6H,0, AI(NO,),"9H,0,
NaCH,COO-3H,0, NaCl, Na,S0,' 10H,0, KNO,, KCl, Cr(NO,),9H,0, MnSO, H,O,
Pb(NQ,), y Fe(NO,);9H,0 de Panreac; ZnSO,7H,0 de Merck; Na,HPO,2H,0,
Ba(NO,), y Cd(NO,), de UCB ; AgNO, y HgCl, de Prolabo.

También se estudio la interferencia de las siguientes acridinas : 9-aminoacridina

(Merck), proflavine, acriflavina y naranja de acridina de Fluka.
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Capitulo cuarto

4. FOTORREACCION Y DETERMINACION
FLUORIMETRICA DE DIAZEPAM
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INTRODUCCION

4.1. DESCRIPCION Y PROPIEDADES DEL DIAZEPAM

El diazepam es el 7-cloro-1,3-dihidro- 1-metil-5-fenil,1-2H-1,4-benzodiacepin-
2-ona. Es un farmaco muy conocido que presenta aspecto cristalino, es practicamente

inodoro y de color blanco amarillento®™.

Sus féormulas estructural y molecular, asi como su masa se muestran a

continuacion (Figura 1.):

Cl C:::’—N

Figura 4.1.

Diazepam
C,H;CIN,O

M : 284.75 g/mol.
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4.1.1. Propiedades fisicoquimicas

Esta molécula resulta muy poco soluble en agua, tan solo 0.05 mg/ml. En etanol
al 95% su solubilidad llega a alcanzar los 41 mg/ml. No obstante, en otros disolventes
organicos como acetona, benceno, dimetilacetamida o cloroformo, el diazepam es
mucho mas soluble. Como ejemplo se puede indicar que en cloroformo la solubilidad
supera los 500 mg/m1®.

El pK, de disociacion de esta molécula se ha determinado

espectrofotométricamente, siendo de 3.4 %

El diazepam funde en el intervalo de temperaturas de 131-135°C y sufre
descomposicion a 180°C. Los analisis termogravimétricos desarrollados no muestran

pérdidas de peso cuando se calientan a 105°C®.

4.1.2. Sintesis

Una de las vias de sintesis industriales del diazepam® consite en la reaccién de la
2-metilamino-5-clorobenzofenona (MACB) con el ester etilico de la glicina en el seno
de piridina. Asi se obtiene la 7-cloro-1,3-dihidro-5-fenil-2H-1,4,benzodiazepin-2-ona,
la cual al metilarse con sulfato de metilo en presencia de etdxido de sodio, proporciona
el diazepam (ver figura 4.2.). En la bibliografia sobre la quimica de las

benzodiazepinas se describen otras posibles rutas sintéticas®,
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H H
N @]
cH \N //
3 + H2NCH2000CH2CH3 \C
0
cl o piridina /@ >
MACB
H30\
0
N
(CH3);S0;4 \CH2
CzHSONa Cl C__/;N
Diazepam

Figura 4.2.: Sintesis del diazepam

4.1.3. Estabilidad y degradacion

Los productos de la hidrélisis 4cida del diazepam y de su principal metabolito se
muestran en la figura 4.3a. y 4.3b. La hidrélisis acida del clordiazepoxido también se
aprecia en la figura 4.3¢., ya que el producto de su hidrolisis es el mismo que el de la

hidroélisis del principal metabolito del diazepam®.
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CH CH
a) | 3 /:-/ 0 | 3
N— C\ Hidrlsis N—H
CHy, — + NHZCH,COOH
ci c— / cl c—=0 Glicina
Diazepam
D etilacio 2-metilamino-5-cloro
:ﬂgbéaﬂfn benzofenona
H H
0
I py |
o N—c , N—H
\ Hi(!rq:iisis
/C“z 2a, + NH,CH,COOH
Cl C—N Cl c—0 Glicina
Metabolito H-desmetilado 2-amino-5-cloro
benzofenona
<) NHCH, H
| l
N=C Hidrlisis N—H
CH, + HOl ===
Gl C—N Cl C—0

\\'0

Clordiazepoxido 2-amino-5-cloro
benzofenona

Figura 4.3. : a)Hidr6lisis acida del diazepam
b)Hidrolisis acida del principal metabolito del diazepam

¢) Hidrolisis acida del clordiazepoxido.
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El diazepam sometido a la accion de la luz también sufre cambios
estructurales. Este aspecto se discute con més detalle en el apartado 4.8. de la parte

experimental.

4.1.4. Propiedades farmacologicas

Esta molécula pertenece a la familia quimica de las benzodiazepinas, las cuales
estan indicadas en tratamientos contra la ansiedad. Los farmacos mas utilizados como
ansioliticos pertenecientes a este grupo son el clorodiazépoxido, el diazepam y el
oxazepam. No obstante, existen otras benzodiazepinas en el mercado farmaceqtico

como el cloracepato, clonacepam, demoxepam, loracepam, tetracepam, etc®’.

Las benzodiazepinas se metabolizan in vivo por hidrdlisis, hidroxilacion,
desalquilacion, reducccion y por conjugacion, obteniéndose asi, tanto compuestos

activos como inactivos®’.

El diazepam, es una benzodiazepina sustituida que se introduce en el mercado
farmaceutico en 1964. Esta molécula esta relacionada en estructura y farmacologia con
el clorodiazepoxido, siendo el diazepam mas eficaz que éste en el tratamiento de la
ansiedad y la tension, si bien el clorodiazepéxido produce menos somnolencia.
También es utilizada para combatir los sintomas de inhibicién en alcoholicos cronicos.
Se usa, ademas, en premedicacion en cirugia, como hipnético, sedante y relajante
muscular. Su empleo contra dolores del parto tiene ventajas frente al uso de otros
farmacos. El diazepam ha demostrado ser beneficioso en el tratamiento de ciertos tipos

de epilepsia®”*.

El diazepam es metabolizado en el higado, por N-desmetilacion y por
hidroxilacion en la posicion 3 para formar el oxacepam, uno de sus metabolitos, el cual
también es activo contra la ansiedad y presenta propiedades sedantes y de relajante

muscular. El oxacepam es excretado mayoritariamente en forma de ghucuronido™.
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El diazepam esta clasificado como un tranquilizante menor. Se usa ampliamente
en gran numero de formulaciones. Sus efectos secundarios resultan suaves y poco

frecuentes®,

4.2. METODOS DE ANALISIS

4.2.1. Métodos espectrométricos

Espectrofotometria UV-VIS

Es posible la determinacion espectrofotométrica del diazepam disuelto en acido
stlfurico 0.IN en medio alcohdlico a 368+2 nm, pero solamente cuando no estan
presentes cantidades significativas de contaminantes hidroliticos®. Lin y Zhang

emplearon esta técnica para la determinacion del farmaco en tabletas®™.

El-Brashy y colaboradores describieron la determinacion de varias 1,4-
benzodiazepinas en tabletas’. La extraccién y posteriores diluciones eran llevadas a
cabo con etanol. Los extractos eran divididos en dos porciones y acidificados con HCI,
la primera de ellas era diluida con agua (solucion de muestra) y la segunda era tratada
con Zn metalico (solucion de referencia). La absorbancia de la solucion de muestra era
medida frente a la solucion de referencia. Este método se aplicéd en la determinacion de
clordiazepoxido, nitrazepam, diazepam, lorazepam, oxacepam, temacepam y

cinolazepam en preparados farmaceuticos.

Yan también empledé la espectrofotometria diferencial en el anélisis de
inyectables™. La muestra era diluida con etanol absoluto y se tomaban dos alicuotas. A
una de ellas se le adicionaba acido sdlfurico al 3% en medio etandlico (disolucion de
muestra) y a la segunda, una disolucion tampén de pH 7 (disolucion de referencia).

Las diferencias de absorbancia eran medidas a 368 nm.

84




Nuevos procedimientos en flujo continuo....

De la Guardia decribié un método para la determinacion simultinea de
benzodiazepinas en un medio micelar”. Las benzodiazepinas eran hidrolizadas a
benzofenonas y éstas a su vez, eran determinadas por espectrofotometria en presencia
de surfactantes. El empleo de estos surfactantes provocaba la exaltacion de las

diferencias espectrales, facilitando asi la determinacion.

Fartushnyi identifico y determiné algunas 1,4-benzodiazepinas presentes en
matrices bioldgicas™. Las drogas eran extraidas con éter etilico o cloroformo saturados
en fosfato disodico. Para el analisis de diazepam el extracto era evaporado y disuelto el
residuo en etanol, luego era tratado con NaOH al 10%, calentado en bafio de agua,
enfriado y tratado posteriormente con acido acético. La determinacion se realizaba

midiendo la absorbancia a 450 nm.

También han sido descritas metodologias en las que se usa la formacién de pares

i0nicos. Mafies y colaboradores determinaron diazepam y otras benzodiazepinas en
’ e . . - 95 ’

preparados farmacetticos mediante esta técnica”. Las drogas eran extraidas con

diclorometano del medio acido en que se habian disuelto previamente y como pares

ionicos se emplearon diversos colorantes organicos.

Mangala empled la complejacion con alizarinas para la determinacion de
reserpina y varias benzodiazepinas en tranquilizantes™. Las drogas eran extraidas de la
solucidn acuosa a pH 1.2 en que se encontraban, mediante la formacion de complejos

con las alizarinas en cloroformo.
En la bibliografia nos encontramos con varios métodos que emplean la primera y

segunda derivada en la determinacion de diazepam en presencia de otras drogas o en

mezclas con otras 1,4-benzodiazepinas.
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Jain y colaboradores desarrollaron un método para la determinacion conjunta de
diazepam y propanolol en tabletas empleando el espectro de la primera derivada®. Las
tabletas eran tratadas con HCl 0.IN, filtradas y diluidas para obtener una
concentracion final de 2.5 pg/ml de diazepam y de 20 pg/ml de propanolol. Las drogas
se determinaban a partir de las absorbancias de la primera derivada a 250.6 y 264.6 nm

respectivamente.

Morelli decribiéo un método similar para la determinacion de diazepam y
bromuro de otilonio en tabletas. El tratamiento de las muestras también se realizd
empleando HCI 0.1 N. Las longitudes de onda utilizadas para las determinaciones

utilizando la primera y segunda derivada fueron 247 y 231 nm para el diazepam.

Bautista y otros también emplearon la técnica del cociente de la primera
derivada para el analisis conjunto de diazepam y piridoxina en formulaciones
farmaceuticas™. La extraccion también se efectuaba con HCI 0.IN. La A empleada
para el diazepam fue 232 nm. Este método fue utilizado para resolver mezclas con

calibraciones binarias de estas drogas.

Anteriormente Umapathi y Parimoo habian usado la segunda derivada para el
analisis de diazepam e imipramina en tabletas™. La extraccion de las drogas se realizo,

en este caso, con metanol. La absorcion del diazepam era medida a 275 nm.

El diazepam también ha sido determinado en plasma aplicando la segunda
derivada. Cruz y otros'” extraian el diazepam y la metaqualona del plasma con eter y
NaOH IM. Los extractos eran centrifugados y llevados a sequedad. El residuo se

disolvia en HC1 0.1N antes de la determinacion espectrofotométrica.
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Espectroscopia IR

También han sido empleadas, aunque en menor medida, las técnicas

espectrosdpicas en el infrarrojo para el analisis de benzodiazepinas.

Corti y colaboradores determinaron diazepam conjuntamente con otros fairmacos
empleando la técnica NIRS (espectrometria reflectante en el infrarrojo cercano)”'. En
su estudio probaron diversas combinaciones de filtros, obteniendo buenos resultados

cuantitativos para muestras de diferente origen.

Ficarra empled la espectroscopia de reflectancia infrarroja difusa para la
determinacién de diazepam en el preparado farmaceltico Valium'”. Las muestras en

polvo se mezclaron con KBr y la reflectancia fue medida desde 4000 a 450 cm.

Fluorescencia

Se han desarrollado varias metodologias analiticas para el diazepam basadas en
técnicas fluorescentes, donde la adicion de surfactantes incrementa la sefial analitica
fluorescente. De la Guardia y colaboradores'” realizaron estudios al respecto,
empleando laurilsulfato sédico, amonio dodecilsulfato y Tritén X-100 en medio

sulfurico.

Ouyang utilizé el laurilsulfato sédico en medio sulfurico e irradiacion con
lampara de Hg para desarrollar una metodologia para la determinacion de diazepam en

tabletas'.
Dolejsova describié un método FIA con deteccion fluorimétrica para el analisis

de diazepam, nitrazepam y oxacepam en tabletas'”. El diazepam era extraido con

etanol mediante ultrasonidos, el extracto filtrado era inyectado en el portador (H,SO,
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0.01 M en etanol del 98%). La fluorescencia del diazepan se media a 370 nm, siendo la

longitud de onda de excitacion de 241 nm.

En la bibliografia existen varios trabajos que describen el andlisis de
benzodiazepinas mediante la técnica de inmuno-ensayo con detector fluorimétrico con
luz polarizada (FPIA, fluorescence polarization immunoassay)'®'”. En estos articulos
se estudia el uso de analizadores especificos para esta técnica, tales como los de
Abbott Diagnostics, Behring Diagnostics y otros que también emplean kits especificos
de reactivos. Con ellos se realizan estudios comparativos entre los analizadores y en la
aplicacion para la determinacion de diazepam y otras benzodiazepinas en diversas
matrices (suero, orina, plasma, etc frente a técnicas convencionales de GC-MS, HPLC

,etc.

4.2.2, Métodos cromatograficos

Las diversas técnicas cromatograficas se han utilizado extensamente en la
determinacidn de diazepam en todo tipo de matrices, encontrandonos en la bibliografia

con un gran namero de referencias.

TLC

Ha sido una metodologia analitica clasicamente utilizada en el estudio de
separacion del diazepam. Se ha empleado la cromatografia de capa fina para la
identificacion y evaluacion del diazepam. La muestra se prepara en acetona, y se usa
silicagel G como fase estacionaria y n-heptano/acetato de etilo (1 : 1 v/v) como fase
movil. La localizacion del diazepam en la placa se verifica pulverizando con

iodoplatinato de potasio, proporcionando un color parpura®.

Esta técnica también ha sido aplicada a la identificacion del diazepam y sus

metabolitos en extractos biologicos. En este caso se utiliza un desarrollo en dos
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dimensiones en la cromatoplaca. Esta metodologia fue desarrollada por Brinkmam®
empleando silicagel como fase estacionaria. Para la primera elucion en una dimension
la fase movil es cloroformo/heptano/etanol (10:10:1 v/v), mientras que para la
segunda, la fase movil es cloroformo acetona { 90 :10 v/v). La muestra se prepara en

una mezcla disolvente acetona/hexano (20 :80 v/v).

Cimpoiu y colaboradores realizaron un estudio comparativo de optimizacion
para diferentes fases moviles en la separacion de algunas 1,4-benzodiazepinas
(medazepam, nitrazepam, clordiazepoxido, oxacepam y diazepam) por TLC'"’. Usaron
platos de silica gel 60 F254, empleando la técnica ascendente. Las fases moviles eran
mezclas de cloroformo, éter dimetilico y propanol, la deteccién se efectuaba por
densitometria a 254 nm en modo reflectante en zigzag. La mejor tase movil encontrada

fue cloroformo/éter dimétilico/propanol (17:2:1).

Kastner y Klimes probaron la cromatografia en capa fina empleando dos tipos de
platos de silica gel y uno del tipo RP-18 (Merck)''. El estudio se realizé con varias
mezclas de disolventes como eluyentes. Las manchas fueron detectadas por varios
métodos: amortiguacion de la fluorescencia a 254 nm, diazotacioén y copulacién con
los reactivos de Bratton-Marshall y Dragendorff, etc. La mejor separacién para
oxazepam, diazepam, nitrazepam, medazepam y clordiazepoxido se obtuvo con la
placa soporte C18 en fase inversa, empleando como fase movil: tampoén acetato pH

3/metanol (1:3).

Sarbu y Marutoiu emplearon también esta misma técnica, con soportes de silica
gel y almidon conteniendo mezclas lumindforas para la determinacion de
benzodiazepinas'’. Se probaron tres de estas mezclas: fluorgermanato de magnesio
activado con Zn, fluorgermanato de magnesio y germanato de zinc activados con Mn y
sulfato de zinc activado con Ag. Como fase mdvil se utilizo cloroformo/acetona (3:1)
y la deteccion se realizé por fluorescencia en el UV. Asi se determinaron soluciones de

diazepam, nitrazepam, medazepam y clordiazepoxido.
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Paw estudid la selectividad de la separacion de zopiclona y benzodiazepinas por
TLC sobre silica y alumina con butanona, butanona/tolueno (3:2 v/v), tolueno/1,4-
dioxano/trietilamina (12:7:1 v/v) y ciclohexano/acetato de etilo (1:1 v/v) como fases
méviles'”. Los componentes fueron separados en camaras horizontales y visualizados

por irradiacion UV a 254 y 366 nm y por el uso de diferentes reactivos.

La espectroscopia de masas acoplada con la cromatografia de capa fina de alta
resolucion (HPTLC, high performance thin layer chromatography) ha sido usada por
Tames'" en el anglisis ¢ identificacion de algunas benzodiazepinas en extractos de
orina. La deteccion se efectud directamente sobre la matriz de silica, sin extraccion

previa.

Dongre y colaboradores emplearon la técnica HPTLC en la determinacion de

"5, Usaron placas de

alprazolam, diazepam, clordiazepoxido, nitrazepam y oxazepam
silica gel F254 y como fase mdvil cloroformo/acetona (4:1 v/v). Una vez secados, se
trataron con H,SO, al 1% en pulverizador, posteriomente se calentaron a 100°C
durante 10 minutos y tratados sucesivamente con NH,Cl al 10%, NaNO, al 1% y N-(1-
naftilehylenediamina) al 0.1%, provocando la apariciéon de intensas manchas violeta en

alguna benzodiazepinas. Los otros analitos fueron visualizados empleando ¢l reactivo

de Dragendortt.
GC

El uso de la cromatografia de gases en la determinacion de diazepam y otras
benzodiazepinas ha sido descrito en gran numero articulos. Los trabajos que se resefian

a continuacion son una seleccion de lo que se ha publicado recientemente.

De Silva empleo la hidrolisis 4cida del diazepam y sus metabolitos procedentes

de extractos en sangre para preparar las respectivas benzofenonas como derivados
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volatiles™. La determinacién se realizé mediante la cromatografia de gases con un
detector de captura electrénica. Posteriormente De Silva desarrollo un método en

cromatografia de gases para la determinacion directa de las benzodiazepinas.

Jouvel y colaboradores emplearon la técnica cromatografia de gases acoplada a

masas para la deteccion de diazepam en pelo de caballo'’

. La muestras de pelo eran
incubadas con el tampon de Sorensen y posteriormente sufrian una extraccion con

disolventes.

Ugland describié el uso de la microextraccion en fase liquida y la cromatografia
de gases en la determinacion de diazepam y nordazepam, su principal metabolito, en
orina y plasma'”. Los analitos eran extraidos de la muestra (3-3.5 ml) con 25 pl de
disolvente. El dispositivo de microextracciéon consistié en una fibra hueca porosa de
polipropileno provista de dos agujas guiadas insertada a través de un septum en un
recipiente de 4ml. La fibra conteniendo el disolvente de extraccion era sumergido en la
disolucion de muestra. El dispositivo de extraccion se sometié a 600 revoluciones por
minuto durante S0 minutos y posteriormente, 1 pl del disolvente de extraccion con los

analitos preconcentrados fue inyectado directamente en la columna capilar .

También han sido descritos métodos en los que se emplea la extraccion en fase
solida (SPE) como paso previo al andlisis cromatografico. Opper y Gerhards usaron

esta técnica'®

utilizando diferentes rellenos de cartucho para la determinacion de
meconin, metadona, morfina y diazepam en orina. La preparacion de la muestra
incluia una derivatizaciéon con anhidrido acético. Se empled un detector de masas,
columnas capilares y gradiente de temperaturas. Este método resulté mas rapido que

los métodos convencionales,

Soriano y colaboradores describen un método para la identificacion y

determinacion de opiaceos, cocaina, anfetaminas, benzodiazepinas, etc en fluidos
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biologicos'”. El procedimeinto descrito incluye una extraceion en fase sélida, seguida
del analisis por cromatografia de gases empleando un detector de nitrogeno-fésforo y
posterior confirmacion por masas. En los casos en que fue necesario se recurrié a la
derivatizacion. Las muestras fueron sometidas a ultrasonidos durante 15 minutos y
para el caso de las muestras de orina se efectud una hidrolisis enzimatica con beta-
glucuronidasa. En el analisis de las benzodiazepinas se utilizo el prazepam como
standard interno. Las benzodiazepinas fueron extraidas a pH 8-8.5. Las recuperaciones

obtenidas para los compuestos estudiados fueron siempre superiores al 60%.

Inoue y colaboradores procedieron a la identificacion y determinacion de
benzodiazepinas en sangre empleando la extraccién en fase solida'. Las muestras
eran centrifugadas a gran velocidad durante 20 minutos y el sobrenadante se traté con
un tampon fosfato de pH 7. Las benzodiazepinas eran eluidas de la columna con
diclorometano. El eluato era entonces centrifugado de nuevo a 4°C. Posteriormente, la
capa organica era evaporada a sequedad a 45°C bajo corriente de nitrégeno. El residuo
se recogia en metanol, empleando el fludiazepam como standard interno. El analisis se

efectuaba por gases-masas con columnas capilares y gradiente de temperaturas.

HPLC

En la bibliografia, la técnica mas usada en el analisis de diazepam es la

cromatografia liquida de alta resolucion.

Iwase y colaboradores desarrollaron una metodologia para la desproteinizacion

de plasma™'

. Este método fue aplicado en la preparacion del plasma para el anélisis de
teofilina y diazepam empleando la técnica HPLC con deteccion UV, con el

procedimiento desarrollado se obtuvieron recuperaciones superiores al 90%.
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Rau desarrolld un método para la determinacion simultinea de diazepam y
imipramina'?, las muestras fueron analizadas por la técnica de fase inversa, empleando
un columna de 25 cm, Nucleosil C18. La fase mévil empleada fue metanol/H,O/acido

acético (16:3:1) y la deteccion se efectud a 250 nm.

Husain y otros describieron una técnica para el andlisis multicomponente en
tabletas que contenian paracetamol, ibuprofeno y diazepam, mediante la técnica
HPLC'”. Se empled una columna de 25 cm Zorbax ODS con precolumna y la fase
movil fue acetonitrilo/acido acético 0.5% (13:7). La deteccion se realizo a varias

longitudes de onda, empleando para ello un sistema de fotodiodos de barrido.

Recientemente, Ferreyra y Ortiz han desarrollado un método en fase inversa para
el analisis de fenilpropanolamina, cafeina y diazepam en preparados farmacetticos'™.
La unica preparacion de la muestra era la extraccion y dilucidn con acetonitrilo. Tras
microfiltrar la muestra, esta era inyectada en una columna Supelcosil LC-18, siendo la
fase mdvil acetonitrilo/agua (3:7 v/v) inicialmente, estableciéndose un gradiente de
concentraciones hasta el 100% de acetonitrilo en 18 minutos. La deteccion se realizaba
en el UV a 254 nm. El método descrito es simple y adecuado para el control de calidad

de preparados farmaceuticos.

Kagan propone un método HPLC en fase normal, en el cual sustituye el n-

125 Gradientes de

hexano (habitual en estas aplicaciones) por el etoxinonafluorobutano
metanol en etoxinonafluorobutano en una columna ciano se aplicaron con éxito en la

separacion de esteroides, benzodiazepinas, etc.

Wilheim y colaboradores describieron un método para la determinacion de
benzodiazepinas y sus metabolitos'”. El protocolo incluye una extraccion liquido-
liquido con CHCl, seguida por un analisis en fase inversa en isocratico. La columna
empleada fue Lichrospher-100 RP-8, siendo la fase mévil tampdén acetato (pH

4.6)/acetonitrilo (11:9). La deteccion se realizo en el UV (250 nm) en serie con una
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deteccion electroquimica por reduccion (-1.4 V, frente a electrodo de Ag/AgCl) en el
electrodo de goteo de Hg. Con esta técnica se obtienen mayores sensibilidades que con

las técnicas HPLC convencionales.

4.2.3. Otras técnicas analiticas

Se han desarrollado métodos polarograficos en sistemas acuosos®, en los que se
atribuye la onda polarografica de reduccion al grupo — C =N — |, siendo la corriente

de difusion proporcional a la concentracion en el intervalo (2-7)-10* M.

En la bibliografia se encuentran diversos métodos que utilizan la polarografia de
impulsos para la determinacién de diazepam tanto en fluidos corporales como en
preparaciones farmaceuticas. Guadalupe Garcia y colaboradores analizaron el
diazepam presente en tabletas empleando esta téenica'”’, con un electrodo de trabajo de
gota de mercurio, uno de Ag/AgCl como elecrodo de referencia y como auxiliar uno
de platino. Las muestras eran extraidas con éter etilico y tras un proceso de
evaporaciones y disoluciones posteriores, eran finalmente diluidas con un tampén a pH

4.6 para proceder a su determinacion.

Se ha analizado diazepam en sangre, suero, orina y en tabletas, también por
polarografia de pulso diferencial empleando la adicién estandard'”®. El diazepam era
extraido de la tabletas mediante metanol y de los fluidos biologicos con n-pentano,
cambiandose luego por metanol para el analisis. Los extractos eran tamponados a pH
2.8 y analizados desde —0.5V a —0.95V. El pico de reduccion del diazepam se observo

a-0.73V.

Nie y colaboradores desarrollaron una metodologia para la determinacion
potenciométrica de diazepam con un electrodo selectivo'”. Para ello, especies que

forman pares idnicos con el diazepam, como el tetrafenilborato, dipicrilamina o
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tungtosilicato se incorporaron al electrodo con membrana de PVC; la potenciometria

directa serealizb a pH 2.3 .

El diazepam puede ser determinado por valoracion en medio no acuoso usando
como medio disolvente acido acético glacial y como valorante HCIO, 0.1N en acetico

glacial®.

Zhang determino diazepam en un preparado farmacettico por valoracion' con
HCIO,, la muestra fue sometida a un proceso cromatografico con alumina neutra y
eluida con etanol, para eliminar las dextrinas que interfieren en el analisis. El eluato
era llevado a sequedad y disuelto en acido acético, procediendo a su valoracion con

violeta de cristal como indicador.
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PARTE EXPERIMENTAL

4.3. ENSAYOS PREVIOS

4.3.1. Estabilidad y preparacién de la muestra

La estabilidad frente al tiempo de las disoluciones a emplear, muy especialmente
la de la muestra, es un aspecto importante a considerar antes de desarrollar el

posible procedimiento analitico.

Dada la poca solubilidad de la droga en agua, las disoluciones “madre” se
preparan en etanol absoluto, con una concentraciéon de S00 mg/ml. Las disoluciones de
muestra se preparaban por dilucién de éstas con agua, de tal manera que al final se

obtenia un medio hidroalcoholico.

Las experiencias para determinar la estabilidad consistieron en efectuar registros
periddicos del espectro UV-VIS de las disoluciones durante un tiempo maximo de
una semana. Se puede concluir que las disoluciones de 500 ppm de diazepam en
etanol absoluto son perfectamente estables durante mas de una semana, su
estabilidad se ve incrementada si se almacenan en un frigorifico a 5°C. Por ¢l
contrario, las disoluciones de muestra (< 20 ppm de diazepam en el medio descrito
anteriormente) experimentan una degradacion acusada a los pocos dias, puesta de
manifiesto a simple vista por un amarilleamiento de las mismas y por la aparicion
de precipitados pardos, por lo que se preparan para cada sesion de trabajo. Esto, en
definitiva, permite almacenar disoluciones concentradas de diazepam (500 ppm)

en etanol, diluyendolas con agua sin ninguin tipo de precaucion especial.
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4.3.2. Importancia del tiempo de exposicion y potencia de la fuente luminosa

Las primeras experiencias, tenian por objeto comprobar que efectivamente

la irradiacién de las moléculas del farmaco provocaba su degradacion.

Para estudiar la influencia de este factor, se utilizaron dos ldmparas de 6W,
una emitia con mayor intensidad a 254 nm y la segunda a 385 nm. Para el proceso
de irradiacion se utilizoé 150 cm de tubo de teflon de 8 mm de didmetro interno
enrollado alrededor de la lampara UV que presentaba forma cilindrica y era
ubicado en un montaje en continuo sin valvula de inyeccion y con un fluorimetro

como detector. (figura 4.4.).

l

W

Figura 4.4. Montaje para el estudio del efecto de la irradiacion.
M : diselucién hidroalcoholica (10% viv de etanot en agua) de 10 ppm de diazepam
B. bomba peristaltica ; L : fotorreactor; D : detector, fluorimetro ;
W : desecho ; R : registro

El portador empleado fue agua destilada. Se procedié a irradiar disoluciones
acuosas de 10 ppm de diazepam que contenian un 10% v/v de etanol, con las dos
lamparas, deteniendo el flujo distintos tiempos. Las experiencias realizadas con la
lampara de 385 nm demostraron no tener poder fotodegradante. No obstante, los
estudios realizados a 254 nm si produjeron la fotodegradacion del farmaco y la

aparicion de un producto fluorescente.
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El efecto de la irradiacion fue estudiado recogiendo el espectro de
fluorescencia de las disoluciones antes y después de ser irradiadas 5 y 10 minutos.
Se constatdé la formaciéon de un producto fluorescente con los maximos de

longitud de onda de excitacion en 328 nm y de emision en 382 nm.

Se pudo observar en estos ensayos preliminares, que la formaciéon de un
producto fluorescente tras la fotodegradacion del diazepam, requeria detener el

flujo para obtener sefiales significativas.

Como se ha mencionado anteriormente estas experiencias fueron realizadas
con una lampara de 6W. En un intento aumentar la sefial analitica, se prob6 una
lampara mas potente (30W) y trabajando en las mismas condiciones descritas. Sin

embargo, no se pudo obtener sefial analitica alguna con esta ultima lampara.

Vistas las experiencias anteriores, el tiempo de exposicion era una variable
de especial importancia y se propone el montaje de la figura 4.5., donde el

fotoreactor era ubicado en el bucle de muestra de la vélvula de inyeccion del

montaje FIA.
M _,
B
P, D R
W

Figura 4.5. : Montaje FIA propuesto para los ensayos previos.
M : disolucion hidroalcoholica (10% v/v de etanol en agua) de 10 ppm de diazepam
P : portador, agua ;, B. bomba peristaltica ; 1. valvula de inyeccion
L : fotorreactor ubicado en el bucle de muestra ; D : detector, flucrimetro ;
W desecho ; R : registro
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Habia que parar el flujo de muestra en el bucle situado alrededor de la

lampara varios minutos para obtener una sefial analitica apreciable.

En los primeros ensayos con el montaje FIA se aprecié que 5 minutos de
exposicion resultaban suficientes en principio, ya que, mas tiempo de irradiacion
no mejoraba sensiblemente la sefial analitica y si afectaria considerablemente a la
velocidad de muestreo. La longitud del tubo de PTFE enrollado alrededor de la
lampara UV fue de 150 cm. Se escogio 5 minutos de tiempo de irradiacion para

continuar en posteriores experiencias.

4.3.3. Influencia del medio y presencia de catalizadores

En las primeras pruebas realizadas se pudo constatar que la sefial analitica
que proporcionaba una disolucion de diazepam en etanol al 4% v/v era pequeiia.
Por tanto, se procedi6 a efectuar un estudio de los posibles medios que

favorecieran la reaccion.

4.3.3.1. Influencia del etanol

Esta experiencia se realizo con el montaje FIA mostrado en la figura 4.4.
Las concentracion de diazepam utilizada en este estudio fue de 10 ppm,

empleando agua como portador.

Se estudié la influencia de la concentracion de etanol en la disolucion de
muestra y se pudo constatar que dicha concentracion no afectaba a la intensidad de
fluorescencia, perc al aumentar su concentracion si se provocaba un aumento en el
ruido de fondo y en la génesis de burbujas, que afectan significativamente a la

reproducibilidad de los resultados.




Nuevos procedimientos en flujo continuo....

Los estudios efectuados demostraron que un contenido en etanol
comprendido entre el 0.5% v/v y un 4% v/v en la disolucion de muestra, era mas
que suficiente para garantizar la solubilidad del farmaco en la disolucién y que

ademas no producia ningln efecto negativo en las sefales analiticas.

4.3.3.2. Influencia de la acidez/basicidad del medio

En este estudio las concentraciones de diazepam estudiadas fueron de 20
ppm en disolucién hidroalcoholica (etanol 4% v/v), empleandose el mismo

montaje FIA de la experiencia anterior.

Se estudio el empleo de los siguientes medios en la disolucion de muestra :

o NaOH en el intervalo de concentraciones 0.040 - 0.120 M,
e HCI0.050M
o Tampén PO,*/HPO,> 0.100 M.

El portador fue agua en todos los casos.

El pH demostro ser una variable muy importante para el buen desarrollo del
proceso de fotodegradacion. Las experiencias efectuadas indicaban que en medio
hidroxido sédico diluido la sefial analitica se incrementa. En el medio 4cido
estudiado se pudo constatar que practicamente no se obtenia sefial analitica alguna.
Hay que tener en cuenta que el diazepam experimenta cambios hidroliticos de
consideracion a valores bajos de pH, siendo ésta la posible causa de que los

medios acidos resulten inapropiados.

Todo esto se puede apreciar en la tabla 4.1. donde se muestran los resultados

obtenidos tras inyectar 20 ppm de diazepam en estos medios.
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Medio Intensidad
diazepam 20 ppm 7
diazepam 20 ppm/NaOH 0.040 M 18
diazepam 20 ppm/NaOH 0.080 M 58
diazepam 20 ppm/NaOH 0.120 M 32
diazepam 20 ppm/HCI 0.050 M 5
diazepam 20 ppm/tamp6n PO, /HPO,* 0.100 M. 10

Tabla 4.1. : Influencia del pH del medio.

4.3.3.3. Influencia de catalizadores

En el momento en que se disefld esta experiencia, se supuso de acuerdo con
la bibliografia, que la degradacion del diazepam podia transcurrir a través de un
mecanismo red-ox, por lo que los catalizadores que se eligicron fueron los

habituales en reacciones que implican intercambio de electrones.

En un principio se probaron como catalizadores diversos cationes metalicos
de la serie de transicion. Estos fueron estudiados adicionandolos a las disoluciones
de muestra, las cuales eran disoluciones hidroalcohdlicas (etanol 4% v/v) de 20
ppm de diazepam, tanto en medio neutro como en medio HCI1 0.050 M y en el caso
del Cu(ll) también en medio NaOH 0.200 M, aprovechando su caracter anfétero y
que la fotodegradacion esta favorecida en medio alcalino. No se probd
conjuntamente un medio alcalino con los otros metales para evitar la formacion de
precipitados de hidréxidos u 0xidos basicos. Todos los resultados se compararon
con las sefiales proporcionadas por una disolucion de 20 ppm de diazepam en

medio etanol al 4% v/v sin catalizador.
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El portador fue agua destilada. Los catalizadores y medios probados con sus
concentraciones en disolucién acuosa, asi como los resultados obtenidos se

muestran en la tabla 4.2.

Intensidad
diazepam 20 ppm 8
diazepam 20 ppm/ Co(Il} 0.25 ppm 6
diazepam 20 ppm/ Co(1I) 0.25ppm/HC1 0.050 M 3
diazepam 20 ppm/ Fe(11I) 0.25 ppm 6
diazepam 20 ppm/ Fe (111} 0.25 ppm/HCI 0.050 M 3
diazepam 20 ppm/ Mn(II) 0.25 ppm 7
diazepam 20 ppm/ Mn(II) 0.25 ppm/HCI 0.050 M 3
diazepam 20 ppm/ Cu(II) 0.25 ppm 1.3
diazepam 20 ppm/ Cu(II) 0.25 ppm/HC1 0.050 M 3
diazepam 20 ppm/ Cu(II) 0.25 ppm/NaOH 0.040 M 70

Tabla 4.2. : Influencia de la presencia de catalizadores.

En todos los casos en que el metal se probo en medio 4cido se obtuvieron peores senales que !as proporcicnadas por ¢l
analito sin metal. El Cu{Il) en medio alcalino es el sistema que mejores resultados ofrece.

Hay que indicar que ¢l poder catalizador del Cu(Il) en medio alcalino provoca la
degradacion del diazepam incluso sin irradiacién de luz UV. No obstante la sefial

analitica obtenida sin irradiacion previa es muy baja.
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4.3.3.4. Influencia del persulfato potasico

Se decidid ensayar el sistema oxidante persulfato potasico/Ag(l). El persulfato es
un oxidante fuerte pero lento, de tal manera que tales caracteristicas podian favorecer
la reaccion de fotodegradacion sin llegar a sustituir a la luz como “reactivo”. Se
comparo el comportamiento de este sistema oxidante con el uso de Cu(Il) en medio

alcalino.

Las disoluciones probadas y sus concentraciones, ademas de los resultados

obtenidos se pueden apreciar en la tabla 4.3.

Intensidad
diazepam 20 ppm 8
diazepam 20 ppm/ Cu(Il) 0.25 ppm/NaOH 0.040 M 70
diazepam 20 ppm/ K.,S,0, 0.010 M/Ag(I) 0.25 ppm 35
diazepam 20 ppm/ K,S,0, 0.010 M/Ag(I) 0.25 ppm/ HC1 0.050M 37

Tabla 4.3. : Influencia del sistema K,S,0,/Ag(1)
El persulfato favorece la fotodegradacion incluso en medio acido, pero se puede

apreciar que el Cu(IT) en medio alcalino proporciona mejores sefiales analiticas.

4.3.3.5. Eleccion del medio alcalino

Para acabar de dilucidar cuil era el mejor medio, se probaron diversos medios
basicos : NH,, tampén PO,’/HPO,” y NaOH a diversas concentraciones, fijando en
todos los casos la concentracion de Cu(II) en 0.25 ppm. Las bases y el catalizador eran
incluidos en la disolucion de muestra. El portador es agua y se mantiene la

concentracion de muestra en 20 ppm de diazepam.
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Los intervalos de concentraciones estudiados fueron ; NaOH (0.020-0.080 M),
NH, (0.100-1.000 M) y tampon (0.010-0.040 M). Los datos registrados se muestran en
la tabla 4.4.

Medio Intensidad

NaOH 0.020 M 97
NaOH 0.040 M 119
NaOH 0.060 M 93
NaOH 0.080 M 84

NH, 0.100 M 44

NH, 0.500 M 46

NH, 1.000 M 46
tamp6n PO, /HPO,* 0.010 M 70
tampon PO, /HPQ,” 0.020 M 75
tampén PO, /HPO," 0.040 M 71

Tabla 4.4. : Eleccion del medio alcalino.

Se puede concluir que las mejores respuestas se obtuvieron con NaOH 0.040
M y Cu(ll) 0.25 ppm. Se elige este medio para abordar la optimizacion,

manteniendo el agua como portador.

4.3.4. Influencia de la Temperatura

Se efectud una prueba para estudiar la posible influencia de la temperatura
en la reaccion. Se calentaron las disoluciones del portador y de muestra a 50°C, ya
que no era posible termostatizar el bucle de muestra al estar enrrollado a la
lampara. Se introdujé en un bafio termostatico un tramo largo de tubo de teflon
(330 cm) que precedia al bucle de muestra y que actuaba de canal de toma de

muestra. De esta manera, la muestra era precalentada antes de llegar a la lampara
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UV y las sefiales analiticas obtenidas en estas condiciones se compararon con las

correspondientes al proceso analitico normal a temperatura ambiente (Tabla 4.5.)

Temperatura 50°C ambiente

Intensidad 87 100

Tabla 4.5. : Influencia de la temperatura.

Se puede apreciar que la reaccidn progresa de manera mas adecuada a T®

ambiente, ademas de que se ateniia la formacion de burbujas.

4.3.5. Seleccion de las longitudes de onda de excitacion y emision

Inicialmente se habian obtenido las longitudes de onda de excitacién y
emision de la muestra fotodegrada (A=328 nm y A=382 nm). Una vez seleccionado
el medio mas adecuado ( disolucion hidroalcohdlica, etanol 4% v/v/NaOH
0.04M/0.25 ppm de Cu(Il) ). Se procedid a reoptimizar las longitudes de onda de
maxima absorcion y emision. Esta vez se utilizaron disoluciones con 5 ppm de
diazepam, en lugar de las de 20 ppm estudiadas al principio, ya que con las nuevas

condiciones quimicas se obtuvo una mejora sustancial en la sefial analitica.

La experiencia se realizé de la siguiente manera : después de someter la
muestra al proceso de fotodegradacion por irradiacion UV, se detuvo el flujo justo
en el momento en que la muestra fotodegradada se encontraba en la celda de flujo
en el detector, para ello fue necesario cronometrar el tiempo que invertia en llegar
la muestra a la celda de medida. Una vez que la muestra habia llegado al detector y
se habia detenido el flujo, se efectud un barrido de excitacion, determinandose ¢l
maximo de absorcion. Fijando este valor se efectud un barrido de emision,

seleccionandose, asi mismo, el maximo de emision.
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Las longitudes de onda obtenidas fueron 319 nm y 364 nm para la excitacion

y emision respectivamente.

4.4. MONTAJE FIA SELECCIONADO

A tenor de los resultados encontrados en los experimentos previos con

especial atencion a dos aspectos relevantes :

a) La necesidad de un tiempo de irradiacion prolongado, minimizando la dispersion de
la muestra.

b) Como ya se ha indicado anteriormente la muestra se prepara en disolucidn
hidroalcoholica. El etanol presente sufre un proceso de evaporacion mientras el
bolo de muestra se encuentra parado alrededor de la lampara UV, con la
consiguiente génesis de abundantes burbujas. Estas constituyeron un importante
problema a salvar, entre otros efectos las burbujas introducen alteraciones en los

caudales vy por tanto en la reproducibilidad.

El primer aspecto se resolvia con el sistema FIA utilizado hasta el momento, ya
que procuraba un modo sencillo de incrementar el tiempo de irradiacion tanto
como fuese necesario, sin afectar a la dispersion. Otras técnicas, como detener el
flujo después de la insercidén de la muestra requerian un control muy exacto de los

tiempos que complicarian el sisterna.

Para verificar que el reponsable de la aparicion de burbujas era el etanol, se
efctuaron mediciones en disoluciones de diazepam saturado en agua y se pudo
apreciar que en estas no aparecian mas que ocasionalmente. Podemos concluir que
el responsable mayoritario de la aparicion de burbujas es el etanol, si bien y en un
caso general no son descartables otras causas, como subproductos gaseosos de

reaccion, efectos térmicos, etc.
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Para eliminar la presencia de burbujas, se incluy6 en el montaje FIA un bafio
de hielo (0°C) a la salida de la lampara, que condensara en lo posible el vapor de

etanol. Para ello se introdujé una tramo de la conduccion de teflon en dicho bafio.

Se desechd el uso de camaras desburbujeadoras por lo engorroso de su empleo.
Por tanto, y teniendo presente que los vapores etilicos son los principales
responsables de las burbujas, se consideré suficiente el empleo del barfio

frigorifico, va que de hecho elimina en gran medida la presencia de las mismas.

Se decidio seleccionar como sistema FIA, el utilizado hasta ahora, pero
incluyendo un bafio refrigerante a la salida del bucle de muestra y que se
representa en la figura 4.6. Esta configuracion FIA permite al bolo de muestra
estar en contacto con la fuente de irradiacion (flujo-parado) durante un perfodo de

tiempo elevado sin incrementar la dispersion de la muestra y minimiza la génesis

de burbujas.
M
B
LN AN~ A D R
. d
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W
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Figura 4.6. : Montaje FIA para la determinaciéon de diazepam. P, portador (agua destilada) ;
B, bomba peristaltica ; M, disolucion de muestra (en medio alcalino y presencia de Cu(1l)) ;
I, valvula de inyeccion ; L, lampara UV (254 nm, 6W) ; D, detector ;

R, registro informatico y W, dep6sito residuos.

La muestra consiste en una disolucion de diazepam en medio hidroalcohdlico,

con un porcentaje variable de etanol entre 0.5% y 4%, dependiendo de la
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concentracion de analito, ademas de NaOH 0.040 M y de 0.25 mg/ml de Cu(Il)

como catalizador.

Se detenia el flujo de 1la muestra durante 5 minutos, para su irradiacién con
luz ultravioleta (A=254 nm) a través del tubo de teflén (150 cm, 8 mm d.i.), el cual
se encuentra enrrollado alrededor de la lampara de mercurio de 6 Wy ésta a su vez
esta emplazada en el bucle de muestra de la valvula de inyeccion. Aqui es donde el
diazepam sufre un proceso de fotodegradacion y como consecuencia del mismo, se
obtiene un producto fluorescente. Esta fluorescencia es aprovechada para la

determinacion del farmaco.

Despues de atravesar el bafio, el bolo de muestra llega a la celda de flujo situada
en el detector. Las longitudes de onda son A=319 nm (excitacién) y A=364 nm
(emision). Este proceso nos proporciona una sefial transitoria, en forma de pico, propia

de un sistema FIA.

La altura de los picos obtenidos es proporcional a la concentracion de
analito en la muestra y constituye la sefial analitica a usar tanto en la optimizacion
de los diversos parametros FIA y quimicos, como para establecer las aplicaciones

analiticas del método.
Con ¢l montaje FIA seleccionado y las condiciones de trabajo indicadas se

comprobd que 2.5 ppm de diazepam proporcionaban sefial suficiente para abordar

el proceso de optimizacion.
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4.5. OPTIMIZACION DE PARAMETROS EXPERIMENTALES

4.5.1. Procedimiento de optimizacion

Considerando el montaje FIA empleado y los reactivos participantes en la
reaccion, los parametros experimentales que influyen directamente en la sefial

analitica del método son:

1. Variables quimicas: concentraciones de NaOH, Cu(1l) y el tiempo de irradiacion

2. Variables FIA: caudal, longitud del bucle de muestra o volumen de muestra,
longitud del tramo sumergido en el bafio refrigerante

3. Condiciones del detector: longitudes de onda, anchura de rendija de excitacion y

de emision.

Se empled el método univariante para el proceso de optimizaciéon de las

distintas variables del sistema.

En la optimizacion de cada variable se mantenian constantes los valores del
resto de parametros. La eleccion del valor dptimo se basaba no solo en la altura de
los picos, sino también en la anchura en la base de los mismos, la repetitividad y

estabilidad de 1a linea base.

La optimizacién se inicia con las siguientes condiciones :

Disolucion de muestra: 2.5 ppm de diazepam en disolucion hidroalcohdlica
conteniendo etanol 0.5%v/v /NaOH 0.040 M/Cu(II) 0.25 ppm.

Portador : agua.

Longitud del reactor ;: 150 cm (8mm d.i.).

Longitud conduccion de PTFE del baiio refrigerante : 400 cm (8mm d.i.).

Tiempo de irradiacion : 10 minutos
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Caudal del portador: 2.37 ml/min.

Longitudes de onda : (excitacion) A=319 nm ; (emision) A=364 nm.

4.5.2. Influencia de la concentracion de NaOH

En los ensayos previos se concluyd que era necesario un pH alcalino para
que la reaccion de fotodegradacion progresara adecuadamente. En la experiencia
descrita en el apartado 4.3.3.4 (Eleccion del medio alcalino) se comprobd que de
todas las bases empleadas era el hidroxido sodico la que proporcionaba mejores

resultados.

En la figura 4.7. se representan graficamente los resultados obtenidos en la

optimizacion de la concentracion de NaOH.
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120 .
110
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90 1
80 -
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0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
Concentracién NaOH (M)

Figura 4.7. : Influencia de la concentracién de NaOH.

Se elige la concentracion de 0.040 M de NaOH, por su mejor sefial analitica. No
obstante al final de la optimizacién se volvera a reoptimizar este valor debido a
que la nuevas condiciones del sistema que se hayan encontrado durante el proceso
de optimizacion podrian afectar sensiblemente a las variables quimicas,

necesitando estas un ajuste final.
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4.5.3. Influencia de la concentracion de Cu(1l)

Al principio de este estudio quedo claro la necesidad de un catalizador para
obtener una sefial analitica adecuada. De todos los posibles catalizadores

probados, el Cu (II) demostr6 ser con mucho el mas eficaz.
Para la optimizacion de la concentracion de este cation que ha de estar presente
en las disoluciones de muestra, se efectuaron una serie de inyecciones de muestra que

contenian concentraciones de Cu(Il) en el intervalo 0.05-10 ppm.

Los resultados se muestran en la tabla 4.6.

[Cu (I)] ppm 0.05 0.25 0.5 6 10

Intensidad 50 119 156 172 161

Tabla 4.6.: Optimizacion de la concentracién de Cu(Il)

Las variaciones observadas indican que 6 ppm de Cu(ll) proporcionan los

mejores resultados, se toma esta concentracion para seguir trabajando.
4.5.4. Optimizacion del tiempo de irradiacion
En este procedimiento adquiere una singular importancia este parametro, ya
que la reaccion de fotodegradacion del diazepam requiere una fuerte y prolongada

exposicion ala luz UV.

La optimizacién se efectuo irradiando la muestra a diversos tiempos de

parada del flujo en el bucle alrededor de la lJampara UV.
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Los tiempos de irradiacion estaban comprendidos en el intervalo 4-10 minutos

para una concentracion de diazepam de 2.5 ppm. Los resultados se muestran en la

tabla 4.7.

Tiempo de irradiacion (min) 4 5 6 10

Intensidad 88.49 96.95 105.48 109.33

Tabla 4.7.: Optimizacion del tiempo de irradiacion (2.5 ppm de diazepam)

130
120 4
110 +
100 1
90 +
80 +

70 +
60 +

.

Intensidad

40 +
30

3 5 7 9 1"

Tiempo de irradiacién (min)
Figura 4.7.; Influencia del tiempo de irradiacion (2.5 ppm de diazepam).

A los 5 minutos parece estabilizarse la sefial, aunque existe un pequefio
aumento al incrementar el tiempo de irradiacion, éste no es significativo y podria

afectar negativamente a una buena velocidad de muestreo.

Con la optimizacion se pretende obtener un valor de tiempo general que nos
sirva para cualquier concentracion de diazepam. Por lo tanto, para corroborar el
valor seleccionado se repite la experiencia, pero utilizando una concentracion de

analito de 5 ppm. Los tiempos de irradiacion estaban comprendidos en el intervalo

0-10 minutos.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.8.
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Tiempo de irradiacién (min)
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Tabla 4.8: Optimizacion del tiempo de irradiacion (5 ppm de diazepam)
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Figura 4.9 : Influencia del tiempo de irradiacion (5 ppm de diazepam).
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Se observa que 5 minutos de irradiacion son suficientes, mas tiempo de

irradiacién no supone una mejora de sefial e incluso se aprecia a los 10 minutos

una bajada de intensidad en la respuesta. Por otro lado, resulta importante

seleccionar el menor tiempo posible, para de esta manera obtener una velocidad

de inyeccion aceptable.

Se escoge, por tanto, 5 minutos como 6ptimo.

4.5.5. Optimizacion de la temperatura de trabajo

En las prucbas previas se estimdé que era mejor trabajar a temperatura

ambiente que en caliente, no obstante con las nuevas condiciones introducidas en

el sistema, cabia la posibilidad de que en caliente la sefial analitica aumentara.

Se probd, por tanto, de nuevo el efecto de la temperatura. Ante la

imposibilidad de termostatizar el bucle de muestra, al estar arrollado a la lampara,
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se decide introducir en un bafio termostatico un tramo largo de tubo de teflon (330
cm) que precediese al bucle de muestreo y que hiciera las veces de canal de toma
de muestra. De esta manera, la muestra era precalentada antes de llegar a la
lampara UV (figura 4.10.). Fueron probadas diversas temperaturas : T* ambiente,

37°C,49°C y 80°C.

M
B
L D | R
i

Figura 4.10. : Montaje FIA con bafio termostatico caliente para optimizacion
de la temperatura de trabajo. P, portador ; M, disolucién de muestra ; B, bomba peristaltica ;
L, valvula de inyeccion ; L, lampara UV (254 nm, 6W) ; D, detector ; R, registro informatico v

W, depésito residuos

En la tabla 4.9. se muestran los valores obtenidos inyectando disoluciones de

muestra a las temperaturas mencionadas.

Temperatura °C | 20 37 49 80

Intensidad 110 100 45 -

Tabla 4.9.: Optimizacién de la temperatura de trabajo.

Se puede observar que trabajando a temperatura ambiente se obtienen los
mejores resultados, no solo en lo referente a la sefial analitica sino también a la
presencia de burbujas. En caliente se exacerba la génesis de las mismas. A 80°C

los resultados no eran medibles, debido precisamente a este efecto.
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Figura 4.11.: Influencia de la temperatura en la sefial analitica.

La posible explicacidon es que en caliente la reaccion progrese hasta otra

etapa, con lo cual proporcionaria menor cantidad de producto fluorescente.

En esta linea y con el objetivo de comprobar si la temperatura podria ser un
factor que incrementara la velocidad del proceso, se efectud un estudio comparativo a
diversos tiempos de irradiacion tanto a temperatura ambiente como en caliente (52°C).

Se pudo comprobar que la produccién de burbujas se exarcebaba en caliente e impedia

efectuar mediciones demasiado fiables.

Esta experiencia se repitio con disoluciones saturadas de diazepam en agua,
exentas de etanol para disminuir al maximo la formacion de burbujas. Pero aun
asi, en caliente aparecen gran cantidad de burbujas, que no se eliminan con el bafio
refrigerante. Ademas las sefiales obtenidas son muy parecidas en uno y otro caso.
Los datos se recogen en la tabla 4.10. Se observa que el recurso de incrementar la
temperatura, en ¢l caso de las disoluciones saturadas, no permite una reduccion
muy significativa del tiempo de irradiacion y sin embargo actuaba muy

negativamente sobre la reproducibilidad.
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Temperatura ambient

Temperatura : 52°C

€
tiempo de irradiaciéon (min) 1 3 5 1 3 S
Intensidad (disolucién 14.29 | 35.71 | 45.24 * * *
hidroalcohdlica de 2.5 ppm de
diazepam)
Intensidad (disolucion acuosa | 215.05 | 500.00 | 666.67 | 202.13 | 489.36 | 702.13
saturada de diazepam
= 50 ppm)

* la presencia de burbujas, proporcionaba lecturas irreproducibles.

Tabla 4.10.: Estudio de la interaccidn entre tiempo de irradiacién y temperatura de trabajo.

Por tanto, se elige la temperatura ambiente como temperatura de trabajo.

4.5.6. Optimizacién volumen de muestra y longitud del reactor

Dadas las caracteristicas inherentes al montaje FIA propuesto, el tramo que

define el volumen de muestra al estar enrrollado a la lampara para recibir la

irradiacion se convierte asi mismo, en el tramo reactor. Optimizar el volumen de

muestra implica evidentemente optimizar la longitud del tramo reactor. Este

constituye un parametro importante tanto por el efecto de dispersion de la muestra

como por el avance de la reaccion, fenomenos contrapuestos en la calidad analitica

de las sefiales que se obtengan.

Se realizaron una serie de inyecciones de muestra, modificando la longitud del

reactor desde 1m a 4m.

Las sefiales analiticas obtenidas se reflejan en la tabla 4,11.
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Longitud reactor (m) 1 2 25 3 35 4

Intensidad 60.54 | 116.24 | 124.48 | 132.26 | 143.09 | 145.17
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Tabla 4.11.: Optimizacion de la longitud del reactor.
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Figura 4.12.: Influencia de la longitud del reactor en la sefial analitica.

Se aprecia que entre 2, 3 y 4 m no existe una variacion muy acusada. Para 4

m los picos empezaban a ser muy anchos por la dispersion de la muestra.

Dada la poca variacion de intensidades obtenidas y considerando el
compromiso entre anchura y altura de picos, se escoge el tramo mas corto, 2.5 m.
Esta longitud para el reactor es la que menos dispersion provocara en la muestra

en su camino hacia el detector.
4.5.7. Optimizacion del caudal
Para la optimizaciéon de este pardmetro se efectuaron una serie de

inyecciones de patron para varios caudales del portador comprendidos en el

intervalo 1.8 - 6.3 ml/min.
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La seleccion del caudal 6ptimo se realizé a la vista de los resultados obtenidos y

que se muestran en la tabla 4.12.

caudal (ml/min) 1.8 2.4 3 6.3

Intensidad 51.09 5422 51.21 78.13

Tabla 4.12.: Optimizacién del caudal,

La intensidad de sefial obtenida en cada caso fue practicamente la misma en
el intervalo comprendido entre 1.8 y 3.0 ml/min. El aumento del caudal a 6.3
ml/min, proporcioné no sélo un estrechamiento de los picos FIA y por tanto el
efecto positivo de aumentar la velocidad de inyeccidn, sino también un aumento

de la sefial analitica.

Se fija, por tanto, el caudal del portador en 6.3ml/min.

Con este caudal para el portador, el caudal para el conducto de muestra era
de 3.4 ml/min. Este ultimo caudal no reviste importancia y unicamente debe ser
suficientemente rapido como para que el llenado del fotorreactor no necesite un
tiempo significativo. Ademas, no requiere optimizacion pues la muestra esta

parada mientras la reaccion progresa (flujo detenido alrededor en la lampara UV).
4.5.8.- Optimizacion de la longitud del tramo baiio refrigerante
Durante el proceso de irradiaciéon se generan abundantes burbujas. Estas
constituyen un importante problema préctico por enmascaramiento de picos,
alteraciones en el flujo normal y falta de reproducibilidad.
Para eliminar este efecto y como ya se ha mencionado al describir el

montaje FIA seleccionado, se decidio incluir un tramo de tubo de PTFE a la salida

del bucle de la lJampara que atravesara un bafio refrigerante a 0°C.
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La optimizacion de la longitud de este tramo se hizo considerando dos

aspectos contrapuestos :

a) A mayor longitud, més posibilidades hay de eliminar las burbujas.
b) Un tramo largo implica una mayor dispersion de la muestra y consiguientemente

ptcos bajos y anchos

Del justo compromiso entre ambos factores se obtiene el valor optimo.

Las discluciones de muestra utilizadas en esta experiencia eran de 2.5 ppm

de diazepam y contenian un 0.5% v/v de etanol. Se estudiaron las longitudes 1m,

1.5m, 2m y 3m. Los valores obtenidos en este estudio se muestran en la tabla 4.13.

Longitud tramo refrigerante (m) 1 1.5 2 3

Intensidad Picos 73.88 74.00 75.69 44.68
I max - I (linea base)

Tabla 4.13: Optimizacion de la longitud del tramo refrigerante,

En los casos de 1 y 1.5 m atn aparecen burbujas, de hecho el valor
correspondiente a 1.5 m no resultd reproducible por la excesiva presencia de las
mismas. Trabajando con 2 m ya disminuyen considerablemente. A longitudes
mayores los picos se hacen mas bajos y anchos. Parece que 2 m seria el valor
optimo, ya que los efectos de la dispersion de muestra no son importantes y se

eliminan mayoritariamente las burbujas.

Para confirmar el valor de 2 m para este tramo, se inyectaron disoluciones de
muestra con diferentes cantidades de alcohol en ellas. Se trataba de averiguar si el
tramo elegido es capaz de eliminar burbujas a diversas concentraciones de etanol.

Concretamente las disoluciones probadas fueron :
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a) 2.5 ppm diazepam/etanol 0.5% v/v
b) 2.5 ppm diazepam/etanol 2% v/v

Con este tramo se elimina practicamente la presencia de burbujas incluso
con un 2% de etanol en disolucion. Por esto se estima finalmente que 2 m es el

valor 6ptimo.
4.5.9. Reoptimizacion de las variables quimicas
Las concentraciones de NaOH y Cu(II) fueron sometidas a un proceso de
reoptimizacion, tras establecer los valores definitivos del resto de parametros por
el método de optimizacion univariante.

4.59.1. Reoptimizacion de la concentracion de NaOH

Para su reajuste se probaron en la disolucion de muestra, concentraciones de
NaOH en el intervalo 0.010 M - 0.060 M. Los resultados obtenidos se muestran en la

tabla 4.14.

Concentracion de NaOH (M) 0.010 | 0.020 | 0.030 | 0.040 | 0.050 | 0.060

Intensidad 50.72 1 59.92 | 48.88 |1 49.28 [ 45.13 | 44.32

Tabla 4.14: Reoptimizacién de la concentracion de NaOH.
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Figura 4.13.: Reoptimizacion concentracion de NaOH.

A la vista de los resultados representados graficamente en la figura 4.13.,
una concentracion de NaOH 0.020 M proporcionaria la mejor sefial analitica con
las nuevas condiciones. Se aprecia también que el incremento de concentracion

implica un ligero decrecimiento de la sefial analitica.

4.5.9.2. Reoptimizacion de la concentracion de Cu(Il)

Se realizé una experiencia semejante a la anterior para efectuar un reajuste

de la concentracion de Cu(II).

Se estudio ahora el intervalo 3-9 ppm de Cu(Il). Los resultados se muestran

en la tabla 4.15.

Concentracion de Cu(Il) ppm. 3 6 9

Intensidad 40.5 39.03 39,72
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Se puede concluir que la altura de los picos es muy similar, observando la

tabla anterior queda patente la poca variacion en la sefial analitica.

Se elige 3 ppm como valor Optimo para la concentracion de Cu(Il), porque
proporciona una buena sefial y al mismo tiempo supone un mayor ahorro de un

reactivo contaminante.

4.6. OPTIMIZACION DE PARAMETROS INSTRUMENTALES

4.6.1. Longitudes de onda de excitacion y emision

Para asegurar la idoneidad de las longitudes de onda utilizadas, se procedio
a efectuar medidas en el intervalo de longitudes de onda proximas a los valores
preseleccionados tanto para la emision como para la excitacion. Para optimizar la
longitud de onda de excitacion, se efectuaron varios picos variando esta longitud
deonda y manteniendo fija la de emision. La optimizacién de la longitud de onda
de emison se realizo a la inversa, es decir, se obtuvieron picos variando esta
longitud de onda y fijando la de excitacién en el valor optimizado anteriormente,
Observando la tabla de resultados 4.16., se decide mantener las mismas longitudes
de onda de excitaciéon y emision, ya que los valores obtenidos son muy similares

entre st y por tanto, se elige el valor intermedio.

excitacion emision
A (nm) 317 319 321 366 364 362
Intensidad 4823 [46.60 |43.23 |40.53 [41.20 {42.56

Tabla 4.16.: Reoptimizacion de las longitudes de onda de excitacién y emision.
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4.6.2. Influencia de la anchura de rendija del fluorimetro

La anchura de las rendijas del fluorimetro posee una importancia singular,
debido a que son componentes del detector, ajenos al sistema FIA y que afectan al

ruido de fondo, consiguientemente al limite de deteccion y a la reproducibilidad.

La seleccion de estos valores se realizé optimizando primero la anchura en
la ventana de excitacion, para lo cual se mantuvo la ventana de emision fija en un
valor de 10 nm. Se efectuaron varias inyecciones de muestra modificando la
anchura de la ventana de excitacién progresivamente. Para seleccionar la ventana
de emision, el proceso efectuado fue el mismo, pero esta vez manteniendo fijo el

valor de la ventana de excitacion al valor seleccionado previamente (8 nm).

Los resultados obtenidos en esta experiencia quedan reflejados en la tabla
4.17. Se observo que al decrecer los valores de ambas ventanas disminuye las

altura de la linea base y el ruido de fondo.

Anchura rendija emision (nm) 10 10 10 8
Anchura rendija excitacion (nm) 10 8 6 8
Intensidad 41.9 46.7 | 2640 | 10.25

Tabla 4.17.: Influencia de las anchuras de rendija del fluorimetro.

Para la ventana de excitacion se aprecia que 8 nm es la que proporciona
mayor diferencia entre altura de pico y linea base, es decir, mayor sefial analitica.

Se selecciona este valor.

Para la ventana de emision se observa que la disminucion de anchura hace
que los picos sean sensiblemente mas pequeifios, por lo que se elige el mayor valor

que nos puede proporcionar el detector, o sea 10 nm.
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4.7. SISTEMA FIA OPTIMIZADO

Tras el proceso de optimizacion, la configuracion definitiva del sistema FIA
para la determinacion de diazepam por fotodegradacion y deteccion

fluorimétrica, es la que se muestra en la figura 4.14.

-

-

badio enfriamiento l
W

Figura 4.14.: Configuracion definitiva del sistema FIA.

1: Muestra: diazepam en disolucion hidroalcoholica, medio ajustado con NaOH
0.020 M y 3 ppm de Cu(Il).

2: Portador: agua destilada.

LR: Longitud del bucle de muestra: 3 m (8 mm d.i. conduccion).
LB: Longitud tramo bafio refrigerante: 2m (8 mm d.i. conduccion).
B: Bomba peristaltica

[: Valvula de inyeccion.

L: Lampara UV (254 nm).

D: Detector (fluorimetro)

R: Recoleccion, tratamiento y representacion de resultados.

W: Desecho

Tiempo de irradiacion : 5 minutos

Caudal portador : 3 ml/min.

Temperatura de trabajo : ambiente,
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e excitacion : 319 nm
* emision : 364 nm
¢ Anchura ventana excitacion : 8.0 nm

s Anchura ventana emision : 10.0 nm

4.8. MECANISMO DE REACCION

Son numerosos los mecanismos de fotodegradacion de compuestos
organicos que pueden encontrarse e¢n la bibliografia analitica. No obstante el
elevado numero de ellos se echa en falta la existencia de conocimientos generales,
es decir; de estudios tedricos con conclusiones de tipo general. También llama la
atencion encontrar articulos de diferente procedencia sobre la fotodegradacién de
un mismo compuesto y que proponen mecanismos y productos finales diferentes;

en algunos casos las diferencias son considerables.

Las razones que puedan explicar tanto la ausencia de fundamentos y
conclusiones generales asi como las diferentes interpretaciones sobre un misme
producto pueden ser imputables a que las aplicaciones analiticas de la
fotodegradacion son numerosas (desde volumetrias a cualquier procedimiento
espectrofotométrico o electroanalitico) v se llevan a cabo, cada vez, en
condiciones experimentales diferentes. Obviamente, el resultado son productos

finales distintos y por ende, mecanismos diferentes.

En el caso del diazepam se ha encontrado un trabajo que hace referencia a
este producto y dos mas que estudian un productos similare de la misma familia, ¢l

demoxepam.
El proceso de fotodegradacion del diazepam fue estudiado primeramente por

Cornelissen y colaboradores™, con un método radioquimico de marcaje, combinado

con una separacion por cromatografia de capa fina de los productos finales de la
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descomposicion  fotoquimica™. Para ello marcaron el diazepam con "*C en el grupo
metilo enlazado al atomo de nitrégeno, ya que es un grupo que se mantiene inalterado
en los productos de descomposicion, excepto para un derivado benzofenénico
minoritario y para la glicina. Los productos de descomposicién observados dependen

de las condiciones experimentales (longitud de onda y disolventes) empleadas.

Al irradiar el diazepam disuelto en metanol-agua (pH=7.4), con luz UV de 300
nm se produce un derivado de la benzofenona come tnico producto de
descomposicion, mientras que con luz UV de 254 nm, también se forma un derivado
de la quinozolina como producto minoritario. No obstante, con metanol como
disolvente (A=254 nm) la situacion se invierte, de tal manera que el derivado de la
quinozolina se convierte en el principal producto v el derivado de benzofenona en

producto minoritario.

La irradiacién del diazepam con luz UV, a 300 y 254 nm (el diazepam resulta
relativamente fotoestable a 350 nm) proporciona una mezcla de benzofenonas, 4-
fenilquinazolinonas y 4-fenilquinazolinas y la presencia de glicina también ha sido
constatada. De los resultados presentados en la tabla 4.18. se puede concluir
claramente que la longitud de onda de irradiacion determina qué productos de

descomposicion apareceran,

Disolvente : metanol-agua (pH=7.4) Disolvente : metanol
% diazepam % de productos de descomposicion % de productos de descomposicién
descompuesto
254 nm 300 nm 254 nm

(1) (I1I) (II) (IF) (1I) (IV)
10.0 10.0 - 10.0 43 57 -
20.0 17.5 25 20.0 74 12.6 -
30.0 243 5.7 30.0 9.3 16.7 4.0
40.0 31.3 8.7 46.0 11.0 20.7 83

Tabla 4.18. :Porcentajes de diazepam y de sus productos de descomposicion.
(II) : 2-metilamino-5-clorobenzofenona.
(IIT) : 1-metil-6-cloro-1,4-dihidro-quinazolina.
(IV) : I-metil-6-cloro- 1,2-dihidro-quinazolina.
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Irradiando a 300 nm en metanol-agua (pH=7.4), ¢l diazepam se descompone en
2-metilamino-5-clorobenzofenona (II) y glicina, mientras que a 254 nm también se
produce como producto minoritario 1-metil-6-cloro-1,4-dihidro-quinazolina (I11).
Cuando se comparan las irradiaciones a 254 nm en metanol-agua (pH=7.4) y en
metanol, se evidencia la influencia del disolvente en las concentraciones de los
productos formados. En metanol, el 1-metil-6-cloro-1,4-dihidro-quinazolina (III) pasa
a ser el producto principal, el cual posteriormente se convierte en 1-metil-6-cloro-1,2-
dihidro-quinazolina (IV), por irradiacién a 254 nm. La ausencia de este 1iltimo
compuesto empleando metanol-agua como disolvente, puede ser debido al efecto de
“filtro interno” de la radiacion que ejerceria el 1-metil-6-cloro-1,4-dihidro-quinazolina
(II). En la figura 4.15. se muestra los productos propuestos en la descomposicion

fotoquimica del diazepam.

NHCH3
+ HNCH,COOH
o]
“ = )
CH; o (n
)
N—-~C
\ hv
CHa
(h TH3 THs
N N
. AN
|C|:H hv <|:
_—
N N
Cl CH cl C/

(1) (Iv)

Figura 4.15. : productos de la descomposicién fotoquimica del diazepam
(I) : diazepam ; (II): 2-metilamino-5-clorobenzofencna.
(111} : 1-metil-6-cloro-1,4-dihidro-quinazolina.
{IV): I-metil-6-cloro-1,2-dihidro-quinazolina ; (V) : glicina.
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Otros autores, Brinkman y colaboradores™, han estudiado un compuesto similar
al diazepam, el demoxepam, un farmaco utilizado como ansiolitico y han aprovechado
la fotoconversién de esta molécula para su analisis. En su trabajo se describe la
descomposicién propuesta por Strojny y De Silva™, y que se muestra en la figura
4.16, con la obtencidn de una quinazolinona altamente fluorescente. Los maximos de

emision y excitacion de esta quinazolinona en NaOH 0.1 M son 380 y 460 nm,

respectivamente.

Brinkman afade que tras los resultados preliminares de las medidas, realizadas
por cromatografia de gases - espectrometria de masas, no aparece el atomo de cloro
del pricipal fotoproducto formado en su estudio y sugiere la apariciéon de un grupo
hidroxilo en posicion 2. Es decir, el producto obtenido no seria idéntico a la
quinazolinona (VII, fig. 4.16.) y ademas tendria diferentes maximos de emision y

excitacion®.

En la fotodegradacion de ambas benzodiazepinas (diazepam y demoxepam), se
obtienen como productos moléculas de estructura quimica muy similar como son las

quinazolinas y las quinazolinonas.

H H
© |
N N O
hv _ \
Cl —‘N\ Cl S
o)

(V1) (VID)

Figura 4.16.: Fotoconversién del demoxepam.
(VI) demoxepam; (VII) quinazolinena
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4.9. APLICACIONES ANALITICAS DEL METODO
4.9.1.- Intervalo de linealidad y limite de deteccién

Utilizando las caracteristicas finales del montaje FIA obtenidas en el proceso de
optimizacion, se establecio el intervalo de linealidad util de concentraciones de
diazepam. El intervalo lineal esta comprendido entre 0.5 y 40 ppm. Concentraciones
superiores a 40 ppm proporcionaban sefiales que superaban la escala del aparato con

las condiciones seleccionadas.

Se efectud por tanto un ajuste lineal en el intervalo de concentraciones de 0.5 a

40 ppm. Los resultados obtenidos en el calibrado se muestran en la tabla 4.19.

Concentracién diazepam (ppm) Intensidad
0.5 15.24
2.5 52.34
4.5 99.57
7 152.39
10 215.96
20 404.43
30 630.82
40 818.3

Tabla 4.19.; Calibrado, intervalo 0-40 ppm de diazepam.

Del calculo de regresion efectuado con estos datos, la ecuacion obtenida es :

[=20435C+6.152
r =0.9997
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Stendo I la intensidad de fluorescencia, C la concentracion de diazepam

expresada en ppm y r el coeficiente de correlacion.

La figura 4.17. muestra la grafica de calibrado obtenida en el intervalo de

concentraciones 0-40 ppm de diazepam.

1000
800
600 .
400 |
200 |

Intensidad

I T T

0 10 20 30 40 50

Concentracion diazepam (ppm)

Figura 4.17.: Recta de calibrado, intervalo 0-40 ppm de diazepam.

El limite de deteccion fue calculado como el triple del ruido de fondo medio,

obteniéndose un valor de 0.13 ppm.
4.9.2. Repetitividad y velocidad de inyeccion

Para la determinacion de estos datos, se emplearon muestras de 7 ppm de
diazepam y se realizaron 10 inyeccciones consecutivas de la muestra. A partir de los
picos obtenidos se calcula la repetitividad y la velocidad de muestreo ( el niimero de

inyecciones que se pueden realizar por unidad de tiempo). En la figura4.18 se

muestran los picos obtenidos en este estudio.
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Figura 4.18: Fiagrama obtenido en la experiencia para el calculo de la velocidad de inyeccién.

Con los datos registrados se ha calculado una desviacion estandar relativa (RSD)
del 2.1%, lo cual implica una repetitividad alta. La velocidad de muestreo obtenida es
de 10 muestras/hora.

4.9.3. Estudio de interferentes

Se investigé la tolerancia del método para aquellos componentes que suelen

acompaiiar al diazepam en sus formulaciones farmaceuticas.

Se calcula la tolerancia en términos de error comparando con las sefiales

proporcionadas por una disolucion de 20 ppm de diazepam puro.
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En el desarrollo de este estudio se usaron disoluciones de 20 ppm de diazepam, a

las que se adicionaban diferentes concentraciones de los posibles interferentes hasta un

maximo de 200 ppm.

Se estudiaron la piridoxina o vitamina By, glucosa, lactosa, sacarosa, sorbitol y

propilenglicol.

Se pudo constatar que la piridoxina produce una fuerte interferencia. Por el

contrario, los azucares estudiados (sacarosa, glucosa y lactosa) y el sorbitol

proporcionan una buena tolerancia, es decir, su interferencia no es muy acusada.

En la tabla4.20 se exponen las concentraciones maximas de las sustancias

estudiadas que no producen interferencias significativas, asi como el error relativo que

provocan en el analisis.

[ ppm) g %

Piridoxina ! 6.2
Glucosa 150 34
Lactosa 200 3.0
Sacarosa 200 4.1
Sorbitol 25 0.0
Propilenglicol 5200 5.2

Tabla 4.20.: Estudio de interferentes
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4.9.4, Muestras reales

La determinacion del contenido de la droga se realizo en dos formulas
magistrales preparadas en el laboratorio de acuerdo con las instrucciones de

“Martindale, The Extra Pharmacopoeia™®.

La primera muestra consisitié en una disolucion esteril de propilenglicol que
contenia 1001.0 ppm de diazepam. Se tomo una alicuota de 5 ml de la disolucion de
muestra, a la que se adicioné 2 ml de NaOH 2M y 6 ml de una disolucion de 100 ppm
de Cu(ll). Se aforo la mezcla resultante con agua destilada a 200 ml. Las
concentraciones patron de diazepam empleadas para el calibrado fueron preparadas
sustituyendo el etanol por el propilenglicol en la misma cantidad que en la muestra. De
esta manera se eliminaba el efecto interferente de este alcohol. El resultado obtenido

con el método propuesto fue de 1022.8 ppm, con un error relativo del 2.1%.

La segunda muestra problema analizada consistio en una solucion esteril de
diazepam en etanol de 5098 ppm y ajustando el pH en el intervalo 6.2-6.9 . Esta
muestra presentaba un contenido de la droga de 5098 ppm. Se tomé una alicuota de 1
ml de la muestra en un aforado de 200 ml, al que se adiciond 2 ml de NaOH 2.000 M
y 6 ml de una disoluciéon de 100 ppm de Cu(ll). Finalmente se aforé con agua

destilada. El resultado encontrado fue de 5190 ppm con un error relativo de 1.8%.

Por lo tanto, el método resulta adecuado para la determinacion de este tipo de

formulaciones, las cuales se preparan bajo prescripcion médica con cierta frecuencia.
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4.10. CONCLUSIONES

Se estudid el proceso de fotodegradacion del farmaco diazepam en disolucién
hidroalcoholica, medio necesario para garantizar la solubilidad de la droga. Se constato
que a pH alcalino progresaba mejor la reaccion. El hidréxido sédico proporciond los
mejores resultados. También se requeria la presencia de un catalizador, siendo el

Cu(Il) el mas adecuado.

En el montaje FIA configurado, la muestra esta contenida en una conduccién de
PTFE que se somete a irradiacion UV con flujo parado en ¢l bucle de la valvula de

inyeccion. El portador consiste en agua destilada. La deteccion es fluorimétrica.

Las disoluciones de muestra contenian ademas de la droga, hidroxido sddico
diluido y Cu(Il) como catalizador, estas disoluciones son estables inicamente durante

una jornada de trabajo de laboratorio.

De los espectros de excitacion y emisién del producto resultante se
seleccionaron las longitudes de onda para el sistema de deteccion. Se pudo comprobar
que refrigerando el bolo de muestra antes de llegar al detector se eliminaban la gran
mayoria de las burbujas. Estas eran generadas por calentamiento del etanol durante la

irradiacion,

Una vez disefiado el montaje FIA, se procedié a la optimizacion de variables

quimicas y FIA por el método univariante.

Los valores obtenidos al final de este proceso fueron:
e [NaOH]=0.020 M.
e [Cu(Il)] =3 ppm.

e Longitud del bucle de muestra: 3 m (8 mm d.i. conduccién).
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¢ Longitud tramo bafio refrigerante: 2m (8 mm d.i. conduccion).
¢ Tiempo de irradiacién : 5 minutos

¢ (Caudal portador : 3 ml/min.

e Temperatura de trabajo : ambiente.

e A excitacion : 319 nm

e ) excitacion : 364 nm

e Anchura ventana excitacion : 8.0 nm

e Anchura ventana emision : 10.0 nm

Por ultimo se aplica el procedimiento desarrollado a la determinacién de
diazepam en formulaciones galénicas. Para ello, se estudiaron previamente el
intervalo de aplicacion del método, la ecuacion de regresion correspondiente a la
grafica de calibrado lineal, la reproducibilidad y la velocidad de inyeccion.
Ademas se efectuaron experiencias para determinar la interferencia que podian
provocar los componentes que usualmente acompafian al diazepam en sus

formulados.

Los resultados de la aplicacion analitica del método se resumen en la

tabla 4.21:

Intervalo de aplicacion: 0.5 — 40 ppm
Recta de calibrado: [=20.435+C+6.152 ;1 =0.9997
Limite de deteccion 0.13 ppm
Velocidad de inyeccion: 100" (7 ppm diazepam)
Repetitividad: RSD = 2.1% (7 ppm diazepam)
Interferentes: Ver tabla resumen (tabla 4.20.)

Tabla 4.21.: Resultados de la aplicacion analitica.
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Con estos datos se establecio el contenido en diazepam en dos

formulaciones galénicas ;

1. Disolucion esteril de diazepam en propilenglicol (muestra A).

2. Disolucion esteril de diazepam en vehiculo adecuado ajustando el pH al intervalo

6.2 - 6.9 (muestra B).

Los errores relativos fueron del 2.1% para la muestra A y del 1.8% para la

muestra B.
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Capitulo quinto

5. DETERMINACION FIA-ESPECTROFOTOMETRICA
DE NITRITOS Y NITRATOS
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INTRODUCCION

5.1. IMPORTANCIA ANALITICA DE NITRITOS Y NITRATOS

El nimero y la variedad de muestras donde se determinan nitritos y nitratos es
muy grande. Los nitritos y también los nitratos se utilizan en productos alimenticios
como estabilizantes del color (productos cérnicos) y conservantes quimicos. Estos
aniones transforman la hemoglobina y la mioglobina en compuestos de color resistente
al asado, fritura, coccién y almacenamiento. Asi se evita que €l color rojo de la carne
cambie a gris al cabo del tiempo. Se utilizan también en derivados de pescado, queso,

nitrocelulosa, en el acido sulfurico de los acumuladores y en productos pirotécnicos'™.

Frente a las ventajas indiscutibles del curado con nitritos, éstos presentan
ciertos riesgos para la salud. Se ha establecido su IDA (ingesta diaria admisible) en 0.1
mg de nitrito sédico por Kg de peso corporal al dia. Actualmente, expertos y
consumidores desaprueban el uso de nitritos, dada la potencial formacion de
nitrosoaminas, agentes altamente cancerigenos que se forman a partir de nitritos y
aminas biogénicas (productos de desecho de los aminoacidos). No obstante, se siguen
usando apelando a consideraciones higiénicas. Especialmente, para el caso de largos

almacenamientos de grandes cantidades de productos carnicos.

Los nitritos poseen accion bactericida e inhiben el desarrollo de la bacteria

responsable del botulismo.

141




Determinacion de diazepam, amarillo de acridina y nitritos-nitratos

Las claves numéricas de aditivos alimentarios en la Unién Europea para el
nitrito potasico y sodico son E249 y E250 respectivamente, y para el nitrato sodico y
potasico son E251 y E252. Se utilizan en el queso, la carne, pescado, derivados de

pescado de arenque o sardinas con especias'®'.

Por su parte, los nitratos ademas de encontrarse en muestras naturales, también
son usados en la industria alimentaria. El nitrato potasico (salitre) se emplea en el
curado de productos carnicos. La accion antimicrobiana de los nitratos aparece cuando

¢éstos se reducen a nitritos por la accién de microoorganismos.

En el campo medio-ambiental y de la salud, las concentraciones de nitritos y
nitratos constituyen parametros de rutina para ser determinados en diferentes tipos de
muestra de aguas (residuales, subterraneas, marinas, etc). El control de nitritos y
nitratos ha cobrado gran importancia como consecuencia del aumento de la

eutroficacion de las aguas naturales y de la salinificacion de acuiferos.
5.2. METODOS DE ANALISIS

En la bibliografia se aprecia que el analisis de nitritos y nitratos ha suscitado un
gran interes analitico desde hace mucho tiempo y se han propuesto todo tipo de
técnicas para estas determinaciones. Las mas extendidas han sido las
espectrofotometrias en el visible, pero se han descrito también métodos fluorimétricos,

quimioluminiscentes, electroquimicos, etc.

En las determinaciones de nitrato, la mayoria de los métodos se han basado en
técnicas espectrofotométricas de medida directa o después de un proceso de
derivatizacion a i6n nitrito ; estos ultimos utilizan una reduccion en fase homogénea o
en fase heterogénea sdlido-liquido con cinc amalgamado, cinc, cadmio, cadmio
amalgamado, cadmio cuperizado y cadmio-plata cuperizados. La irradiacion

ultravioleta en un sistema homogéneo también ha sido propuesta, entre otros.
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5.2.1.Volumetrias

Muralikrima y colaboradores establecieron la valoracion de nitritos, empleando
Mn(SQO,), como valorante y ferroina como indicador”'. La acidez adecuada para el
analisis la proporciona el acido sulfurico en el intervalo de concentraciones 0.3 — 0.6

M.

132 1as muestras eran tratadas

Vaidya propusé la valoracion indirecta del anién
con un exceso de isoniazida en medio sulfurico. Como reactivo valorante utilizd el

fenil iodosilacetato y rojo de metilo como indicador.

Myugchenko determiné nitrito en muestras acuosas, tratindolas con 4cido
ascorbico durante 1 minuto con agitacion'”. El NO, era reducido asi a NO.
Posterioremente se adicionaba HCl, KI e indicador de almidon. El exceso de I se

valoraba con KIO,.

Dentro de las valoraciones potenciométricas, Gur’ev determind nitritros en
muestras de verduras y aguas residuales'’. Las muestras eran llevadas a pH 1 en
presencia de NaBr, empleando un electrodo de trabajo de Pt y el de AgCl/Ag como
clectrodo de referencia. El valorante fue anilina/tetrafenilborato sédico. Para la
determinacion de nitratos, las muestras acuosas fueron tratadas previamente con Cd

metal para la reduccion del nitrato a nitrito antes de la determinacion.

El nitrito ha sido también, determinado por valoraciéon coulombimétrica por
retroceso en muestras de aguas de consumo y de rio'”. El método propuesto por He y
otros se basa en la reaccion estequiométrica del nitrito con la hidrazina. El exceso de
hidracina se determina valorndola por retroceso con Br, electrogencrado. La
valoracion puede ser registrada tanto amperométrica como

quimioluminométricamente.
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Hahn combiné la valoracidén coulométrica para el analisis de fertilizantes, con

una separacion previa de interferentes empleando la técnica de intercambio iénico'*.

5.2.2, Determinaciones colorimétricas

Se han descrito varios métodos colorimétricos para la determinacion de
nitritos, muchos de ellos estan basados en la reaccién clasica de Griess o bien en

variaciones de la misma,

La reaccién de Griess es una reaccion de diazotacion que implica a dos aminas,
el acido sulfanilico y la a-naftilamina. En una primera etapa el acido sulfanilico sufre
una diazotacion al reaccionar con el nitrito. El catién de diazonio originado copula con

la a-naftilamina, originando un colorante azoico rojo'.

1.)
HO, NHz + NO; + 2 H* — HO, N=N
Acido sulfanilico
2)
SO3H
NH, HO, N=——N N
H
* 2
—_—
N+

|” a-naftilamina Figura 5.1. :Reaccion de Griess.

Figura 5.1.: Reaccién de Griess
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Sen y Donaldson describieron un método para nitritos que implicaba la
diazotacion de la sulfanilamida y posterior copulacién con n-(1-naftil)-etilendiamina

para formar un colorante azoico rosa, cuya absorbancia se mide a 543 nm'"".

Li y Hu determinaron nitrito en aguas tratando las muestras con 2-(3,5-
dibromo-2-piridilazo)-5-dietilaminofenol en medio sulfurico y en presencia del anidn
SCN ¥, La mezcla asi obtenida se mantiene durante 12 minutos en un bafio de hielo,

midiendo posteriormente la absorbancia a 630 nm.

Zhao y otros emplearon el 3-ciano-1,5-bis-(2-hidroxy-5-sulfofenil)formazan
para la determinacion de nitritos y nitratos'*®, El nitrito se hacia reacionar con el citado
reactivo en medio HCI, en una bafio Maria durante unos minutos. Tras la reaccion se
media la absorbancia a 470 nm. Las muestras turbias se clarificaban mediante la
adicién de AI(OH),. Para la determinacion conjunta de nitritos y nitratos, se utilizo el

Zn como reductor del nitrato, determinando éste ltimo por diferencia.

Yu y colaboradores determinaron nitratos (por reduccién a nitritos) en
muestras de agua natural empleando como reductor el Zn-Cd'”. Las muestras fueron
tratadas con Zn metélico y CdCl, con agitacion. Tras la reduccion el nitrito generado
se determind por un método convencional de diazotacién. Los resultados fueron

comparables a los obtenidos mediante la reduccion con Cd-cuperizado.

También han sido propuestos métodos de determinacion indirecta de nitratos
como el de Anwar y colaboradores'', l.as muestras eran acidificadas con acido
silfurico y sometidas a una corriente de nitrogéno durante unos minutos. Se
adicionaba Hg metdlico a la muestra y se sometia a agitacion. El Hg(II) generado se
extraia complejandolo con ditizona disuelta en CCl, y determinado por

espectrofotometria a 485 nm.
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5.2.3. Métodos fluorimétricos

Los iones nitrito reaccionan con la 2,3-diaminonaftaleno a pH bajo para dar un
producto que fluorece fuertemente al cambiar el medio a pH alcalino'”. Esta
metodologia es usada rutinariamente en la determinacion de los niveles de
nitrito/nitrato en fluidos biologicos y extractos celulares como un indicador de la

actividad del 6xido nitrico.

También se ha empleado el acido 5,6-diamino-1,3-naftalendisulfénico en la
determinacién fluorimétrica de nitritos'?. La reaccién entre ellos en medio acido
forma el acido IH-nafto(2,3-d)triazol-1,3-naftalendisulfonic, el cual es altamente

fluorescente en medio alcalino.

Recientemente Feng y colaboradores han desarrollado una metodologia de
analisis para nitritos basada en la reaccion de estos con pironina Y en medio
stlfurico'™. La reaccion se verifica en un bafio de agua en cbullicién. Tras atemperar
las muestras, se procede a la determinacion de los nitritos por fluorescencia a 549.2
nm, la excitacion se produce a 348.9 nm. También ha sido utilizada la pironina B en

medio fosforico en un método similar al anterior (Zhang y otros).

La reaccién entre el nitrito y safranin O proporciona una sal de diazonio que da
lugar a una coloracion fluorescente naranja-rojizo a la disolucion para cambiar a un
color azul no fluorescente. Basdndose en esta reaccion, Huang'** ha descrito un método
cinético para la determinacién de nitritos y NO,. La reaccién se monitoriza
fluorimétricamente midiendo la disminucién de intensidad de fluorescencia a un

tiempo fijo.

Helaleh y Korenaga desarrollaron un método fluotimétrico basado en la

reaccion del acetaminofen (paracetamol) con nitrito en medio acido'®.
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5.2.4. Determinacion por quimioluminiscencia

Muchas las metodologias desarrolladas se basan en la reduccion de nitratos y
nitritos a NO y la posterior determinacion quimioluminiscente del mismo. Existen
varios métodos quimioluminiscentes para la deteminacion del éxido nitrico, de entre
ellos el basado en la reaccion del NO con el ozono es el que ha recibido la mayor

atencion'”.

Las sensibilidad obtenida con estos métodos en el analisis de nitratos y nitritos
resulta muy superior a las obtenidas empleando métodos colorimétricos. Ademas la
quimioluminiscencia ofrece una mayor comodidad al no interferir materiales en

suspension o coloreados'’.

Pinche ha determinado simultineamente idn nitrito y nitrocompuestos

¥ Las muestras eran tratadas con acido hidrobrémico en medio

mediante esta técnica
acético a 65°C, el NO generado se determinaba por quimioluminiscencia. La
destruccion del nitrito con acido sulfamico, permitia la determinacion de nitrito por

diferencia.

Walters y colaboradores determinaron i6n nitrito en alimentos haciéndolo
reaccionar con Nal en medio acético y sometiéndolo a reflujo con corriente de N,. El

NO generado servia para la deteccion quimioluminiscente'”

. El i6n nitrato puede ser
determinado independientemente del nitrito, tratando la muestra previamente con

acido ascorbico en una disolucion desoxigenada.

También se ha usado el luminol en la determinacién quimioluminiscente de

1% Para

nitratos. Kalinichenko y otros analizaron nitrato en aguas mediante esta técnica
ello, se ajustaba el pH de las muestras a 5.5 con 4cido sulfurico y sometiendo a las

mismas a posterior irradiacion con una lémpara de Hg. Como producto de esta
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reaccidon aparece peroxinitrito, el cual oxida al luminol en medio alcalino. La

quimioluminiscencia generada es proporcional a la cantidad de i6n nitrato.

5.2.5. Cromatografia

Jiang y colaboradores determinaron estos aniones en muestras de agua por
inyeccion directa en un sistema de cromatografia de pares idnicos-HPLC en fase
inversa, la columna fue una C18 y como fase mévil emple6 una solucién acuosa de

metanol al 20% conteniendo tetraetilamonio 20 mM'??,

Di-Matteo realiz6 un estudio sobre los métodos HPLC con deteccion
electroquimica para la determinacién de nitritos y nitratos en muestras bioldgicas y
ambientales. Llegé a la conclusién de que la deteccion electroquimica en HPLC era
mas sensible, rapida y selectiva que la deteccion por absorcion en el UV, fluorimétrica

o quimioluminiscente'”’,

La reduccién electrocatalitica de nitrito sobre un electrodo modificado de
carbono ha sido propuesta por Liu como sistema de deteccion amperométrico en
HPLC. El electrodo modificado era preparado por electrodeposicion de una pelicula de
polipirrol dopado con el anién difosfato de wolframio. La columna empleada fue una
Nucleosil SA (20 cm x 4 mm d.i.) y la fase mévil era una disolucion tampdn de

sulfato/acido sulfurico. Este método se aplicd a muestras de aguas'®,

5.2.5. Uso de la técnicas FIA a la determinacion de nitritos y nitratos

Numerosos métodos FIA han sido propuestos para la determinacion de nitritos
y nitratos. La discusion que sigue se centra especialmente en las metodologias FIA con
deteccion colorimétrica, ya que la metodologia desarrollada en esta tesis se engloba

dentro de este grupo.
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La metodologia FIA resulta muy aconsejable cuando un gran nimero de
muestras tienen que ser consideradas. En la bibliografia se pueden encontrar
numerosos articulos que versan sobre la determinacion de nitritos empleando un
montaje FIA, principalmente con la ayuda de la deteccion espectrofotométrica. El uso
de detectores electroquimicos, fluorimétricos y de quimioluminiscencia también ha
sido propuesto. Esta misma forma de trabajo en continuo se ha aplicado a los nitratos,

casi siempre por reduccién previa a nitritos.

En la figura 5.2. se muestran los resultados de una revision efectuada para
conocer la frecuencia de utilizacion de diversos detectores utilizados en los sistemas
FIA. que han sido desarrollados para poder determinar nitritos y nitratos. La
busqueda realizada abarca el periodo comprendido desde el afio 1980 hasta enerc de
2002. Esta se ha realizado sobre el Analytical Abstracts partiendo de las entradas

“Flow injection”, “FIA” y de los distintos detectores que se muestran en la figura,

Potenciometria

Otros Fluorescencia
17% 3%
|

5% - Espectrofotometria UV-
VIS

57%

Amperometria
10%
Voltametria
1%

Quimioluminiscencia
4%

Figura 5.2.: Porcentaje entre los tipos de detectores acoplados a los sistemas de analisis por inyeccion en
flujo para nitratos y nitritos.

AAS, Atomic Absorption Spectrometry: Espectrometria de Absorcion Atémica.
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Tal y como se avanzaba, la mayor parte de los trabajos FIA publicados al
respecto utilizan como sistema de deteccion la espectrofotometria en el UV-VIS (57%,
tigura 5.2). Dado el interés que estos métodos revisten, se efectué una busqueda
bibliografica de los mismos y se confecciono la tabla 5.1., donde se presenta un
resumen de algunas de las aplicaciones descritas mediante esta técnica. En la misma,
aparece la utilizacion de sistemas reductores para la transformacion de nitratos, asi

como el tipo de muestras, reactivos, etc.

Podemos apreciar que la mayor parte de los trabajos se basan en la reaccion de
Griess o variantes de la misma (Griess-Llosvay, etc). El proceso de derivatizacién mas
utilizado en la obtencién de nitrito a partir de nitrato, es ¢l uso de una columna de Cd-

cuperizado.
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Tabla 5.1.: Métodos FIA de determinacion conjunta de nitratos y nitritos por espectrofotometria.

Muestra Reduccién NO; Reaccion NO, Intervalo de linealidad Reproducibilidad (RSD%) Ref.
Limte de deteceién (L.D.) (Velocidad de muestreo)
Aguas Columna Cd-Cu Rojo de pirogalol 0.003 — 2.0 ppm nitritos 151
BrO, /H* 0.03 — 2.0 ppm nitratos (2043 h)
Aguas residuales Columna Cd-Cu Reac. Griess-Llosvay 0.05 — 25 ppm nitritos 2% nitritos, 1.3% nitratos 152
0.05 — 15 ppm nitratos (24h™")
Aguas de rio Sulfanilamida 153
N-(1-naftiletilendiamina/ H"
Aguas Columna Cd-Cu Reac. Drazotacidon-copulacion (sub ppm} 154
Verduras Columna Cd-Cu N-(1-naftil)etilendiamina 155
Aguas Columna Cd-Cu 0 — 100 ppb nitritos (0.5 ppb) 0.15% nitritos, 0.65% nitratos 156
0 — | ppm nitratos (0.5 ppb) (40-50 h'")
Muestras biologicas Columna Cd-Cu Sulfanilamida 0 — 10 mM nitritos (50 nM) 0.14% nitritos, 1.29% nitratos 157
N-(1-naftibetilendiamina/ H* 0 — | mM nitratos (50 nM) (40h™"
Aguas, Columna Cd-Cu Galocianina 0.01 - 2.5 ppm nitritos (1 ng/ml) 1.2% nitritos, 1.75% nitratos 158
Alimentos BrO, / H,S0, 0.02 — 3.5 ppm nitratos (2 ng/ml)
Columna Zn-Cd Sulfanilida Nitritos (0.003 ppm) 0.5% nitritos, 1% nitratos 159
Acido 1-naftilamin-7-sulfénico Nitratos (0.001 ppm) (45h™")
Aguas Columna Cd-Cu Reac. Griess modificada 0.5 — 40 mM nitritos (0.1 mM) <2% 160
2 ~100 mM nitratos {0.45mM) (300
Aguas Columna Zn-Cd Verde de naftol B 2 - 200 ppb nitritos (0.5 ppb) 1.8% nitritos, 1.6% nitratos 161

KBrO; / H;PO,

10 — 1000 ppb nitratos (2.5 ppb)

(30 h"
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Tabla 5.1.; (Continuacion)

Muestra Reduecion NOy Reaccién NO; Intervalo de linealidad Reproducibilidad (RSD%) Ref.
Limte de deteccion {L.D.) (Velocidad de muestreo)
Paté Columna Cd-Cu Sulfanilamida 162
N-(1-naftil)etilendiamina/H;PO,
Aguas Columna Cd-Cu Sulfanilamida Nitritos (0.1 mM) 163
N-(1-naftil)etilendiamina/ H* Nitratos (0.1 mM)
Aguas Columna Cd-Cu Sulfanilamida 0.05 - 5 ppm aitritos 1.1% mitritos, 2.3% nitratos 164
N-(1-naftil)etilendiamina/ H" 0.25 — 50 ppm nitratos
Aguas, suelos, Fotoirradiacién Sulfato de proflavin/ H (0 — 85 mM nitritos (0.33 mM) 0.4% nitratos 165
Fertilizantes, carnes (lampara Hg) 0 — 145 mM nitratos (0.19 mM) (15hY
Aguas Columna Cd-Cu Sulfanilamida 0.1- 55 mM nitrato (0.1 mM) 166
N-(1-naftil)etilendiamina/ H*
Aguas Hidrazina/OH Reac. Griess-Llosvay N total (0.21 ppm) 3% 167
(determinacién N total)
Aguas Cd metalico Sulfanilamida 168
N-(1-naftil)etilendiamina/ H"
Muestras ambientales Columna Cd-Cu Sulfanilamida 2 — 250 mM nitritos (0.2mM) 169
N-({1-naftil)etilendiamina/ H" 6 — 250 mM nitratos (0.5 mM)
hidrazida Sulfanilamida 0 — 300 mM nitritos (0.01 mM)
N-(1-naftib)etilendiamina/ H* 0 — 200 mM nitratos (0.05 mM)
Fotoirradiacion Sulfanilamida 1 - 300 mM nitrato
(lampara Hg) N-(1-naftil)etilendiamina/ H” 1 — 400 mM nitrato con radiacion
I — 200 mM sin radiacion
Productos camicos Columna Cd-Cu Sulfanilamida 0.03 — 0.2 ppm nitirtos 1. 1% nitritos, 0.7% nitratos 170
N-(1-naftil)etilendiamina/ H* 0 — 104 pm nitratos
Alimento y suelos Columna Cd-Cu 3-nitroanilina 0.01 — 2.2 ppm nitritos {1 ppb) 2% nitritos, 0.1% nitratos 171

N-(l-naftil)etilendiamina

0.1 — 3.5 ppm nitratos (10 ppb)
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Tabla 5.1.: (Continuacion)

Mouestra Reduecién NO; Reaccién NO, Intervalo de linealidad Reproducibilidad (RSD%) Ref.
Limte de deteccion (L.D.) (Velocidad de muestreo)
Aguas Sulafato de hidrazida Sulfanilamida 0 — 220 mM nitritos {2 mM) 1.5% nitritos, 2.3% nitratos 172
ZnSO,/NaOH N-(1-naftil)etilendiamina/ H" 0 — 240 mM nitratos (8 mM)
Aguas Columna Cd (Disolventes organicos 173
degradados fotoquimicamente con
Ti0,, Pt'Ti0, y lampara de Hg)
Sulfanilamida
N-(1-naftil)etilendiamina/ H"
Extractos filtros de Hidrazida Sulfanilamida 0 — 400 mM nitritos (3.1 mM) 1.5% nitritos, 3.1 nitratos 174
aerosol atmosféricos, N-(1-naftil}etilendiamina/ H" 0 — 400 mM nitratos (1.6 mM)
aguas
Muestras bioldgicas Cd Reaccién de Griess 25 nM — 20 mM nitritos (25nM) 175
nitratos (25 nM)
Aguas Cd Sulfanilamida Nitrato (0.45 mM) 5% nitratos 176
N-(1-naftil)etilendiamina/ H"
Aguas Fotoirradiacion Sulfanilamida 0— 0.1 mM nitratos (0.03 mM) 0.8% nitratos 177
(limpara Hg) N-(1-naftil)etilendiamina/ H"
Aguas Columna Cd-Cu Sulfanilamida 0 — 10 ppm nitritos 1.9% nitritos, 0.9% nitratos 178
N-(1-naftil)etilendiamina/ H" 0 ~35 ppm nitratos
Columna Cd-Cu Reaccion de Griess 0.01 — 10 ppm nitritos 179
0.01 — 20 ppm nitratos
Aguas Columna Cd-Cu Conversion de las especies 0.03 - 3 ppm N total 0.47% nitrogeno total 180
(Determnacidn de nitrogenadas en nitratos por foto-
Nitrogeno total) oxidacién UV y peroxodisulfato

Sulfanilamida

N-(1-naftil)etilendiamina/ H”
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Tabla 5.1.: (Continuacién)

Muestra Reduccion NO; Reaccion NOy Intervalo de linealidad Reproducibilidad (RSD%) Ref.
Limte de deteccion (1..1D.) (Velocidad de muestreo)
Aguas Columna Cd-Cu Acido 4-aminobenzoico 0.5 —4.5 ppm nitritos (0.1 ppm) 1% nitritos, 0.8% nitratos 181
Quinolin-8-o/OH' 1 — 9 ppm nitratos (0.3 ppm)

Columna Cd-Cu N-(1-naftil)etilendiamina 0.1 —7 ppm nitratos 182
1 —20 pm nitratos (60"

Alimentos y suelos Cd Sulfanilamida 0.02 — 2 ppm nitratos 183
N-(1-naftil)etilendiamina/ H 0.5 — 20 ppm nitratos 450"

Aguas Determinacion directa 210 nm Sulfanilamida 184

N-(1-naftil)etilendiamina/ H*
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5.2.6. Métodos que utilizan acridinas

Se han descrito métodos en los que la deteccion es espectrofotométrica, la
determinacion se basa en monitorizar la absorbancia del reactivo o de las especies
coloreadas que se forman en determinadas condiciones quimicas al reacionar las

acridinas con los nitritos.

Chen propusd un método FIA con flujo parado, basado en el efecto catalitico
del i6n nitrito en la oxidacion del naranja de acridina con bromato potasico en medio
fosforico'”. La reaccion se monitorizaba espectrofotométricamente midiendo la

disminucién de absorbancia del naranja de acridina.

El rojo de acridina, también ha sido usado en determinaciones
espectrofotométricas. La reaccion con nitrito en presencia de acido fosforico y
bromato potasico produce un especie coloreada, que se puede determinar a 526 nm.

(Liu et alters'™).

También se ha empleado la reaccion del amarillo de acridina con el i6n nitrito
para su determinacion colorimétrica en medio HCI. Zi y colaboradores utilizaban esta
reaccion para analizar muestras de agua'®. Las medidas espectrofotométricas se
realizaban a 551.6, 436.1, 350.6, 266.1 nm. La suma de absorbancias era proporcional

a la concentracion de nitrito.

El uso de las acridinas, también ha sido empleado con otros detectores. Como
ejemplos se pueden citar los dos trabajos referidos a continuacion. Xie determiné i6n
nitrito en aguas por polarografia. Para ello trataba las muestras con rojo de acridina en
medio HCI'"®. Tras las diluciones pertinentes, sometian las muestras a un proceso

polarografico. La onda de reduccion aparecia a —0.49V.
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Recientemente, en nuestro departamento y posterior a este trabajo, Catala
Icardo y Martinez Calatayud describieron la determinacion indirecta de i6n nitrito en
un sistema FIA, basandose en la inhibicién de la quimioluminiscenia producida al
oxidar la acriflavina'®. Esta molécula reacciona con MnO, en medio stlfurico
proporcionando una sefial quimioluminiscente, la cual se ve afectada (inhibida) por la

presencia de nitrito después de la reaccion con la aminoacridina.

El presente estudio quiere proponer en un montaje FIA simple para la
determinacion espectrofotométrica de nitratos y nitritos por reaccién con el sulfato de
3-6 diaminoacridina (sulfato de proflavin, figura 5.3.), reactivo no cancerigeno y
facilmente soluble en agua, el cual proprociona disoluciones estables durante mucho
tiempo.

e
0503H
+

Sulfato de proflavin.
C,;H;N,0,S M:307.32
Figura 5.3.

El sulfato de proflavin monohidrato es marrdn rojizo y presenta aspecto de
polvo de cristales. Su solubilidad en agua es de 1g en 300 ml. Es ligeramente soluble
en alcohol y practicamente insoluble en cloroformo, éter, hidrocarburos y aceites. Su
pH en agua al 1 :1000 es 2.6. Sus disoluciones son pardas y cuando se diluyen resultan
fluorescentes. Estas disoluciones han de ser almacenadas en frascos de vidrio color
topacio y ser desechadas cuando adquieran turbidez. El proflavin pertenece a la familia
de las acridinas. Mas datos acerca de las caracteisticas de estos compuestos se
presentan en los apartados 6.1. a 6.3. de esta memoria. En la bibliografia encontramos
reflejada la reaccion del anién nitrito con el proflavin y otras moléculas de la misma
familia quimica' *". En este trabajo sc estudian las caracteristicas analiticas de esta

reaccion para ser aplicada a la determinacion de nitritos y nitratos en un sistema FIA.
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PARTE EXPERIMENTAL

5.3. CARACTERISTICAS ANALITICAS DEL SISTEMA PROFLAVIN-
NITRITO.

Las disoluciones acuosas del proflavin (3,6-diaminoacridina) a pH 1
proporcionan un espectro UV-VIS con maximos de absorcion a las siguientes
longitudes de onda : 236, 282, 362 y 452 nm. Al incrementarse el pH se observa la
aparicion de dos bandas de absorcion en las regiones 260-265 nm y 400-450 nm. Hay
que sefialar que las disoluciones acidas de proflavin permanecen estables incluso
frente a cambios de temperatura, no obstante es recomendable evitar su exposicion a la

luz.

A pH inferiores a 3 el anidn nitrito reacciona con el proflavin desarrollando un
producto de coloracion violeta. La estequiometria del producto formado es 1: 1y
permanece sin cambios durante al menos 2 horas a temperaturas por debajo de los
40°C. En la figura 5.4. se muestran los espectros UV-VIS correspondientes al proflavin
en medio clorhidrico 0.1 M y al producto nitrito-proflavin en el mismo medio. Se pudo
constatar que el espectro de absorcion de este producto (estabilidad cinética)

permaneci6 sin cambios durante largos periodos de tiempo.
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Figura 5.4.: Espectros UV-VIS correspondientes al proflavin en medio clorhidrico 0.1 M

(espectro A) y al producto nitrito-proflavin en el mismo medio (espectro B).

5.4. ELECCION DE LA LONGITUD DE ONDA DE TRABAJO

Para la eleccion de la longitud de onda de trabajo se efectuaron varios
espectros de absorcién del compuesto NO,-proflavin en diferentes condiciones de
acidez. La experiencia se realizd en estitico empleando un espectrofotometro de

diodos de barrido.
Se realizarén barridos de absorcion de una disoluciéon que contenia proflavin

10* M y NO, 6.1:10° M con diferentes concentraciones de HCI (0.1 M, 0.07 M, 0.03

M, 0.01 M). En estas primeras experiencias se utilizo el HCI, acido que fue utilizado
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en las referencias bibliograficas y ademas, al tratarse de un acido que no posee caracter

oxidante, se evita la aparicion de otras reacciones colaterales.

En todos ellos se puede apreciar la aparicion de maximos a 444 nm , 332 nm y
un maximo que se fue desplazando desde 276 nm hacia longitudes de onda mas cortas

al disminuir 1la concentracion de dcido del medio.

El espectro que se muestra en la figura 5.5. se obtiene al restar el espectro del
proflavin en medio HCl 0.1 M al correspondiente al producto NO,-proflavin en el

mismo medio acido.

0.16924 +

Qnm 1

RBESORBRANCLCE

¥

-'%35lll!Ilr!"lllvl’l!l|’l|"l‘lillll

) 0 R 50 600 )] 90
YRVELENGTH

Figuia 5.5.: espectro resta del proflavin en medio HC10.1 M al correspondiente al producto NO.-

proflavin en el mismo medio acido.
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Resulta evidente que 332 nm corresponde a un maximo del producto NO,-
proflavin, los otros méximos son debidos al medio (proflavin en medio &cido).
También se puede observar que la absorbancia a 332 nm no experimenta una
variacion acusada en el intervalo de concentraciones 0.1- 0.03 M de HCI. No obstante
cuando se trabaja a 0.01 M la absorbancia del maximo disminuye mucho. Es necesario
pues, un medio francamente acido. A la vista de estos resultados se selecciona la
longitud de onda de 332 nm para abordar el trabajo, maximo que aparece en todo el

intervalo de concentraciones de HCI estudiado.

Al incorporar la reaccién a un montaje FIA, se cambia a un espectrofotometro
convencional, se tuvo que reajustar ¢l valor de longitud de onda, debido a las pequeiias

diferencias que pueden aparecer al trabajar en los dos espectrofotometros comentados.

Se utilizd el montaje FIA mostrado en la figura 5.6. Fueron efectuadas
inyecciones de 3.2 ppm de NO, en un portador de agua destilada. Tras la inyeccion, el
portador con el analito entraba en contacto con el reactivo proflavin 2-10* M en medio
HCI 0.2 M. En las concentraciones empleadas se ha tenido en cuenta el efecto de la
dilucion 1 :1 en el punto de contacto del reactivo con el portador. Las inyecciones se

efectuaron tomando como longitudes de onda de trabajo : 332, 330, 328 y 326 nm.

Los valores obtenidos en esta experiencia se muestran en la tabla 5.2.
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A (nm) A
332 0.3671
330 0.3711
328 0.3725
326 03717

Tabla 5.2..: Eleccion de la longitud de onda.

328 nm es la longitud de onda de medida adecuada, ya que preporciona la

maxima absorcién midiendo en continuo y con ¢l detector elegido.

5.5. ESTUDIO DEL MONTAJE FIA MAS ADECUADO

Fueron propuestos tres posibles montajes FIA. Se tuvo muy en cuenta en todos

ellos, conseguir una mezcla eficaz del analito con el reactivo.

El primer montaje estudiado (Montaje 1) se muestra en la figura 5.6. La unién
entre el canal que sale de la valvula de inyeccion y el canal del reactivo (proflavin/H")
se realizo con una “Y” de metacrilato. El tramo desde esta confluencia a la celda de

flujo ubicada en el detector fue de 1 m (0.5 mm d.i.).

H,0

L
Proflavin / H : D R

Figura 5.6. ‘Montaje 1. L : (longitud del tramo reactor),

D : detector, R : registro informatico.
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Se comenzd probando diversos caudales para observar las mejores condiciones

de mezcla y sefial analitica.

Las concentraciones de analito y reactivos utilizados fueron :

[proflavin] =2 x 10*M
[HCI] = 0.200 M
[NO,]=3 ppm

Los resultados obtenidos a diferentes caudales del canal portador (agua) y

canal reactivo (proflavin) (ambos canales tenian el mismo caudal) se muestran en la

tabla 5.3.
Caudal (ml/min) A
1.3 0.5216
1.8 0.4818
2.4 0.4562
3.0 0.4247
3.6 0.4088
42 {.3845
4.7 0.3560
59 0.3160

Tabla 5.3. : Montaje 1.
Influencia del caudal de portador y reactivo en las condiciones de mezcla.

Se observd que al disminuir el caudal del sistema aumentaba la absorbancia

media de los picos y el aumento de anchura de los mismos.
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Es evidente que a caudales bajos la homogeneizacion de la mezcla analito-

reactivo se realiza mejor con lo cual, la reaccidn avanza mas y proporciona mayor

seflal analitica, a pesar de la mayor dilucion de la muestra.

Se probaron también diversos volumenes de muestra, con dos reactores de

diferente longitud (tramo “L” de la figura 4.8.), concretamente de 1 m y 2 m. Las

concentraciones de analito y reactivos utilizados fueronlas mismas que en la

experiencia anterior. El caudal del portador, en esta experiencia, se fijé en 2.4 ml/min

buscando el justo compromiso entre absorbancia y velocidad de inyeccién.

Los resultados obtenidos para el reactor de 1 y 2 m se muestran en la tabla 5 .4.

Longitud tramo reactor : 1m

Volumen de muestra (ul) A
140 0.3263
246 0.4020
352 0.4562
457 0.4885

Longitud tramo reactor : 2m

Volumen de muestra (ul) A
140 0.4329
246 0.5228
352 0.5746
457 0.6160

Tabla 5.4.: Sefiales obtenidas variando el volumen de muestra, utilizando

reactores de 1 y 2 m.
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De las experiencias realizadas se observa que con las concentraciones de
reactivos empleadas, se obtiene mejor seflal analitica al aumentar el volumen de
muestra y el tiempo de reaccion, bien sea por disminucion del caudal (mayor facilidad

de mezcla) o por aumento del tramo reactor.

El siguiente sistema ensayado (Montaje 2), se muestra en la figura 5.7.

N02

Proflavin / H™ L

Figura 5.7. :Montaje 2.
L : (longitud del tramo reactor),

D : detector, R : registro informatico.

En el montaje 2, montaje monocanal, se puede apreciar que la muestra se

inserta directamente en el portador que es al mismo tiempo el medio reactivo.

Se efectuaron inyecciones de NO, a diversos caudales, el bucle de muestra era
de 1.5 m (0.5 mm d.i.) y el tramo reactor (L) tenia una longitud de 1 m. En esta
experiencia se mantienen la concentracion anterior de las disoluciones de proflavin,

HCly analito.

Los resultados obtenidos a diferentes caudales se muestran en la tabla 5.5.
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Caudal (ml/min) A
0.6 (.2750
0.9 0.2673
1.2 0.2902
1.5 0.2692
1.8 0.2680
2.1 0.2384
24 0.2369
2.7 0.2276
29 0.1659

Tabla 5.5. : Montaje 2.
Influencia del caudal en las condiciones de mezcla.

Empleando las mismas condiciones FIA, se inyectd la disolucion de analito en
el montaje 1, a un caudal de 2.1 ml/min para obtener un valor de referencia. El

resultado de absorbancia fue de 0.3915 frente al de 0.2384 obtenido en el montaje 2.

Hay que afladir que en el montaje monocanal los picos aparecian dobles y con

valores negativos en la linea base.

Comparando los dos montajes estudiados hasta el momento se concluye que el

monocanal (montaje 2) es el peor, dos podrian ser los factores responsables :

® Mezcla de analito y reactivo solo en las partes anterior y posterior de la muestra,
quedandose sin contacto con el reactivo la zona central del bolo de muestra. Este
hecho se pone de manifiesto por la aparicidn de picos dobles.

e Presencia de valores negativos en la linea base que debe ser imputable a las
diferencias en el indice de refraccion de muestra y portador, lo que no ocurre en el

primer montaje al existir una confluencia de portador y reactivo.
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Por tanto, parece que el montaje bicanal es adecuado, no obstante se pudo
apreciar que la sefial analitica aumentaba al aumentar el volumen de muestra y la
longitud del tramo reactor. Por tanto, se pensé que si la muestra se mezclara
previamente con el medio reactivo, mejoraria la sefial (sensibilidad y
reproducibilidad). Por ¢llo se decidio ensayar el montaje 3, en el que se introduce en el
bucle de muestra directamente la mezcla proflavin-nitrito, que se consigue
previamente con la utilizacion de una cimara de mezclado tal y como se aprecia en la

figura 5.8.

NO2

Proflavin / HT

H,0

Figura 5.18. :Montaje 3.

M : mezclador, I : detector, R : registro informatico.

Como mezclador fueron estudiados dos dispositivos de vidrio con disefio
geométrico diferente y que permitian una agitacion magnética en su interior. Estas dos

camaras de mezclado a estudiar se muestran en las figuras 5.9. y 5.10.
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NO

Proflavin / H

b

_::I

, r

Figura 5.9. : mezclador 1 ; dimensiones : altura 1.5 cm, diametro 0.8 cm.

Proflavin / H+_

Figura 5.10. : mezclador 2 ; dimensiones : altura 1.5 cm, diametro 1.5 cm,

5.5.1. Estudio de los dispositivos mezcladores en el montaje FIA

Debido a la importancia de la homogeneizacién en la mezcla proflavin/nitrito
se ensayan dos dispositivos de mezcla. Los dos mezcladores estudiados en el presente
trabajo permitian la existencia de agitacion magnetica en el interior de los mismos,
gracias a un pequefio iman revestido de PTFE que se ubicaba en el interior. El empleo
de un agitador magnetico convencional de laboratorio permitia el giro del iman. La
agitacion era intensa y siempre constante, esta debia efectuarse cuando el mezclador

estaba completamente lleno de liquido, para evitar la formacion de burbujas.
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El montaje FIA empleado en este estudio fue el tercero. Los primeros estudios
se efectuaron con el mezclador 1 (figura 5.9.). Para estimar la bondad de su uso se
procedié a efectuar una experiencia en la que se variaba la velocidad de la bomba
peristaltica, esto afectaba simultaneamente y de la misma manera a todos los canales

implicados en la experiencia (portador, canal de la muestra y canal del reactivo).

Las concentraciones de analito y reactivos utilizados fueron las mismas que en las

experiencias anteriores y el volumen de muestra fue de 325 pl.

Los resultados obtenidos a diferentes caudales del portador se muestran en la

tabla 5.6.

Caudal (ml/min) A
0.6 0.6050
0.9 0.6292
1.2 0.6397
1.4 0.6506
1.8 0.6615
2.1 0.6623
2.4 0.6521
2.7 0.6131

Tabla 5.6..: Montaje 3, mezclador 1
Influencia del caudal en la sefial analitica.

Se constata que el empleo del mezclador aumenta considerablemente la
absorbancia maxima de los picos FIA. La sefial analitica aumenta hasta que se alcanza
el valor de 1.8 mi/min en el caudal y a partir de aqui parece estabilizarse. Con caudal

2.7 ml/min, la presion que sufre la camara de mezclado es demasiado alta, de tal
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manera que fallaban a menudo las conexiones de las conducciones de alimentacién y

de salida del mismo.

Posteriormente se procedio a estudiar la relacion entre caudales en el
mezclador 1. Para ello se mantuvo el caudal del portador (agua destilada) y del sistema
proflavin/ HCI a 1.8 ml/min en una bomba y el canal correspondiente a la muestra se

conecto a otra bomba peristaltica a la que se le variaba su velocidad de giro.

Los resultados obtenidos, con las mismas condiciones quimicas de las
experiencias anteriores, al variar el caudal para el canal de la muestra se muestran en la

tabla 5.7.

Caudal muestra (ml/min) A
0.7 0.4269
1.5 0.5715
1.8 0.5892
2.0 0.6060
2.2 0.5953
25 0.6167
29 (.6258
3.2 0.6029

Tabla 5.7.: Montaje 3. Mezclador 1.
Datos obtenidos variando el caudal del canal de la muestra,

La representacion grafica de estos datos se muestra en la figura 5.11.
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0,65

06 _
0,55 |
05 |

0,45

0.4 T T T T T
0.5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5

Caudal muestra (ml/min)

Figura 5.11.: Influencia del caudal de la muestra en la sefial analitica.

Se puede apreciar que a caudales bajos para el canal de NO,, la sefial
disminuye. La mejor sefial analitica se obtiene para un caudal de 2.9 ml/min en el

canal de la muestra.

El siguiente paso consisiti6 en efectuar las mismas experiencias, pero esta vez

con el mezclador 2 (figura 5.10.).

Al igual que en la experiencia anterior se procedi6 a variar la velocidad de la
bomba peristaltica, afectando simultineamente y de la misma manera a todos los
caudales implicados en la experiencia (portador, canal de la muestra y canal del

reactivo). Las condiciones quimicas fueron las mismas utilizadas con el mezclador 1.

Los resultados obtenidos a diferentes caudales se muestran en la tabla 5.8.
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Caudal muestra (ml/min) A
0.6 0.6810
1.2 0.6350
1.8 0.5967
24 0.5751

Tabla 5.8.: Montaje 3, mezclador 2
Influencia del caudal en la sefial analitica.

Para tomar un valor de referencia, se trabajé con el mezclador 1, con una
velocidad de bomba de 1.8 ml/min y se obtuvo como absorbancia maxima el valor de
0.6143. Valor muy parecido al obtenido en las mismas condiciones con el mezclador
2. Se puede constatar que con este mezclador la sefial analitica aumenta al disminuir el

caudal, al contrario de lo que ocurria con la camara de mezclado 1.

A continuacion, se procedié a estudiar la relacion entre caudales en el
mezclador 2. Para ello se mantuvo el caudal del portador (agua) y del sistema
proflavin/ HCI a un valor de 1.8 ml/min (el mismo valor utilizado en la experiencia
realizada con el mezclador 1) y el canal correspondiente a la muestra se conecto a otra

bomba a la que se le variaba su velocidad de giro.

Las concentraciones de analito y reactivos se mantuvieron.

Los resultados obtenidos al variar el caudal para el canal de la muestra se

muestran en la tabla 5.9. y la figura 5.12.
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Caudal muestra (ml/min) A
0.6 0.4235
1.3 0.5413
2.0 0.6182
2.7 0.6453
3.4 0.6313

Tabla 5.9.: Montaje 3. Mezclador 2.
Datos obtenidos variando el caudal del canal de 1a muestra.

07
0,65
06

0,55
05 |
045 |

0.4 T T T T
0,5 1,0 15 2,0 25 3.0 35

Caudal muestra (ml/min)

Figura 5.12.: Influencia del caudal de la muestra en la sefial analitica.

Al aumentar el caudal del canal del NO, aumenta la absorbancia, siendo el

caudal de 2.7 ml/min, ¢l que proporciona la mejor sefial analitica.

Tras estos estudios comparativos entre ambos mezcladores, no se aprecian
grandes diferencias. Los resultados son muy parejos en lo que concierne a una

sustancial mejora de las senales analiticas.

Para dirimir entre uno u otro se decidi6 efectuar un estudio de reproducibilidad

y de frecuencia de inyeccion para cada cimara de mezclado.
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Se realizaron 15 inyecciones consecutivas de una disolucion de NO, en las
condiciones de caudales, obtenidas anteriormente, para cada mezclador (ver tabla

5.10.) y con las mismascondiciones quimicas.

Mezclador (1) Mezclador (2)
Caudal portador (mlV/mim) 1.8 1.8
Caudal canal proflavin/HCI (ml/min) 1.8 1.8
Caudal canal muestra (ml/min) 29 2.7

Tabla 5.10.: Caudales obtenidos para los dos dispositivos de mezcla.

Con los picos obtenidos se calculd la absorbancia maxima media, la desviacion

tipica y la velocidad de inyeccion, los resultados se muestran en la tabla 5.11.

Mezclador (1) Mezclador (2)
Absorbancia media 0.6992 0.6159
desviacion tipica 0.001 0.002
velocidad de inyeccion 33 h! 43 h'

Tabla 5.11.: datos de absorbancia, desviacion tipica y velocidad de inyeccion

de los dos dispositivos de mezcla

Los resultados en cuanto a sefial analitica y desviacion tipica son similares en
ambos casos; si bien el mezclador (1) proporciona mayores absorbancias, parece mas

indicado el mezclador (2) debido a la mayor velocidad de inyeccidn.
Finalmente como montaje FIA se selecciona el montaje 3 (figura 5.12.),

empleando el mezclador 2 (figura 5.10.). Las condiciones de caudales seleccionadas

para seguir el estudio son las mostradas en la tabla 5.9. para el mezclador 2.
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5.6. PROCESO DE OPTIMIZACION

5.6.1. Precalibrado. Eleccion de la concentracion de analito de trabajo

A partir de ahora, se vuelve a trabajar con una sola bomba peristaltica,
combinando adecuadamente el didmetro de los tubos de tygon y de velocidad de giro

para obtener los caudales Optimos seleccionados.

En esta etapa del trabajo experimental se comenzd por comprobar que, en
efecto, la sefial analitica tenia una relacidn lineal con la concentracion del analito, para
ello se procedié a efectuar un calibrado en las condiciones seleccionadas, con la
intencion de elegir una concentracion adecuada de NO, para abordar el proceso de

optimizacion de variables. El calibrado se realizé en el intervalo 0 - 4 ppm de NO,".

En la tabla 5.12. se muestran los resultados obtenidos.

[INO,] ppm A

0 0.0527
0.20 0.1119
0.40 0.1603
0.60 0.2147
0.81 0.2666
1.01 0.3145
2.01 0.5546
3.02 0.7669
4.03 0.9290

Tabla 5.12.: datos del precalibrado.
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La representacion grafica de la recta obtenida se muestra en la figura 5.13.

Absorbancia

ppm nitrito

La ecuacion de la recta obtenida es A = 0.22043 - [NO,] + 0.07861

El coeficiente de correlaciéon es 0.9973

Se clige como concentracién de trabajo 2 ppm de NO,, ya que dicha
concentracion se encuentra en la zona de minimo error de una lectura

espectrofotométrica.

5.6.2. Optimizacion de los parametros experimentales

Teniendo en cuenta las caracteristicas del montaje FIA seleccionado, asi como
los reactivos que participan en la reaccion ; los pardmetros experimentales que

influyen directamente en la bondad analitica del método son :

¢ Las concentraciones de reactivos: proflavin y acido clorhidrico.

¢ El volumen de muestra,

* Longitud del reactor o distancia entre la valvula y la celda de flujo.
¢ Relacion de caudales.

¢ Longitud de onda.
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Fue utilizado el metodo univariante para el proceso de optimizacion, En la
optimizacion de cada varible, se mantenian constantes los valores del resto de
parametros. El valor optimo se fija atendiendo al compromiso entre altura de pico,

anchura de la base, reproducibilidad y estabilidad de la linea base.

Las condiciones FIA iniciales son:

¢ Caudal portador (agua destilada): 1.8 ml/min.
e (Caudal reactivo (proflavin/HCI): 2.7 ml/min.
¢  Volumen muestra: 352 pl.

e Longitud tramo valvula de inyeccion-celda de flujo: 1 m.

5.6.2.1. Parametros quimicos

5.6.2.1.1. Influencia de la concentracion de acido clorhidrico

Como se indica en las pruebas previas el medio adecuado para la reaccion,
segun la bibliografia, se consigue con ¢l 4cido clorhidrico. En esta experiencia se
pretende optimizar la concentracion mas adecuada del mismo para el sistema reactivo
proflavin/HCI. Para ello se prepararon varias disoluciones reactivas, en todas ellas la
concentracién de proflavin fue 2:10* M y la concentracion de HCI se varié en el
intervalo comprendido entre 0.050 — 1.000 M. Se realizaron inyecciones de 2 ppm de

NO; con las diversas disoluciones de reactivo.

Es conveniente destacar que la concentracion de acido en la muestra, depende
no solo de la concentracion en la disolucién del proflavin, sino que también depende
significativamnete de la relacion en la que se mezclan los caudales de muestra y

reactivo (HCI + proflavin).

La representacion grafica de los datos obtenidos se muestra en la figura 5.14.
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Figura 5.14.. Influencia de la concentracién de HCL.

Observando la grafica se aprecia una tendencia creciente de la sefial analitica
al aumentar la concentracion de HCl, que comienza a estabilizarse a partir de una

concentracion de 0.3 M.

La concentracion mas adecuada se encontraria en el intervalo 0.300 — 1.000 M
donde la seiial se estabiliza notoriamente. El siguiente paso fue repetir la experiencia
anterior, pero esta vez en este intervalo de concentraciones y efectuando también,

inyecciones de agua (blanco) para estudiar su efecto en la sefial analitica,

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5.13, ;

[HCl] M A A blanco A - A blanco
0.300 0.5418 0.0564 0.4854
0.500 0.5776 0.0875 0.4901
1.000 0.6308 0.1218 0.5090

Tabal 5.13.: Optimizacion de la concentracion de HCl en el intervalo 0.300-1.000 M.

La representacion grafica de estos datos se muestra en la figura 5.15.
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Figura 5.15.: Influencia del acido clorhidrico en el intervalo 0.300-1.000 M

Observando la grafica anterior, apreciamos que las diferencias no son muy
acusadas al restar la sefial que proporciona el blanco. Se elige la concentracion de HCI

1.000 M que es la que proprociona mejor sefial.

5.6.2.1.2. Verificacion del medio acido

Pese a que en la bibliografia se resefia que la reaccion entre los nitritos y el
proflavin se desarrolla en medio clorhidrico, se procedido a comprobar que otros
medios 4cidos no presentan un mejor comportamiento. Por ello, se disefio una
experiencia en la que se estudiaban los efectos de otros acidos en la reaccion y se
trataba de confirmar que el HCI es el mas adecuado para el sistema que estamos

proponiendo.
Se probaron los acidos clorhidrico, perclorico, acético y fosforico. Todos ellos
se emplearon conjuntamente con el proflavin en la misma disolucion. La

concentracién de acido estudiada fue 1.000 M y la de proflavin 2:10* M y la de analito

de 2 ppm. Se realizé la correcién del blanco con agua.

Los resultados se muestran en la tabla 5.14.
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Acido A A blanco A - A blanco
HCI 0.6558 0.1532 0.5026
HCIO, 0.5338 0.1290 0.4048
CH,COOH 0.0639 0.0458 0.0181
H,PO, 0.3093 0.0799 0.2294

Tabla 5.14. : Comportamiento de diferentes acidos en el sistema proflavin/nitrito.

De los datos presentados en la tabla podemos decir que de mejor a peor el

orden seria el siguiente :  HCl > HC10,> H,PO, > CH,COOH.

El HCI es el que mejor relacion presenta entre la sefial analitica y la sefial
proporcionada por el blanco. Hay que sefialar que el acido perclérico y especialmente
el fosforico proporcionan, este ultimo probablemente debido a su viscosidad, picos
FIA con colas largas por lo que no se considerd necesario ensayar ofras

concentraciones de estos acidos.

Se confirma, por tanto, que el medio acido méas adecuado es HC1 | M.

5.6.2.1.3. Influencia de la concentraciéon de proflavin

Una vez seleccionado el 4cido y la concentracion mas adecuada del mismo, el
siguiente paso fue optimizar la concentracién del proflavin. Se realizaron inserciones
de 2 ppm de i6n NO,, empleando varias concentraciones de proflavin en medio
clorhidrico 1 M. El intervalo de concentraciones de proflavin fue 107 - 107 M.

También se realizaron blancos de agua para cada concentracién de proflavin.

La grafica obtenida con estos datos se muestra en la figura 5.16.
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Figura 5.16. : Influencia de la concentracién de proflavin.

Al evaluar la sefial analitica del idn NO, y la del blanco, es evidente que la
concentracion de proflavin que mejor resultado proporciona es de 2-10* M, tal y como
se puede apreciar en la grafica anterior. Se toma este valor como 6ptimo para el trabajo
posterior.

5.6.2.1.4. Eleccion de la disolucién portador

Hasta ahora se ha venido utilizando agua como portador. Se disefié una

experiencia para probar otros posibles. Las combinaciones estudiadas fueron :
1. Portador : agua (configuracién de referencia).

2. Portador : HCI 1.000 M .

3. Portador : proflavin 0.0002 M / HC1 1.000 M.

En todos los casos se inyectaron 2 ppm de i6n NO,.

En la tabla 5.15. se muestran los resultados de esta experiencia.
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Disolucion portador A A blanco A - A blanco
1 agua 0.6697 0.1561 0.5136
2 HC11.000M | 0.5235 0.1366 0.3869
3 proflavin/HCl | 0.1715 -0.256 0.4275*

*Teniendo en cuenta la sefial negativa del blanco.

Tabla 5.15. : Datos para la eleccion del portador

El empleo de proflavin/HC] como portador implica sefiales negativas para las

inyecciones de blanco. A la vista de los resultados presentados, el agua se manitiesta

como el mejor portador.

5.6.2.1.5. Optimizacion de la temperatura de trabajo

Con las condiciones quimicas ya fijadas, se decide estudiar la influencia de la

temperatura de trabajo. Las temperaturas estudiadas fueron: T* ambiente, 50°C y

80°C. Se dispuso el bucle de muestra en el interior de un bafio termostatico a la

temperatura de estudio. La experiencia consistio en calentar el bucle de muestra a

varias temperaturas y en cada una de éstas, fueron probados varios caudales. Como en

los casos anteriores se inyectaron 2 ppm de ion NO,".

La tabla 5.16. muestra los resultados obtenidos.
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T °C Caudal ml/min A A blanco A - A blanco % A sefial
ambiente 1.788 0.7279 0.1749 0.5330 *
50 1.498 0.7930 0.1671 0.6259 11.6
50 1.788 0.7889 0.1583 0.6306 12.3
80 1.498 0.7861 0.1657 0.6204 10.9
&0 1.788 0.7949 0.1592 0.6357 13.0
80 2.078 0.7807 0.1539 0.6268 11.08

*valor de referencia (condiciones habituales)

Tabla 5.16 : Optimizacién de la temperatura de trabajo.

Trabajando en caliente se obtienen sefiales analiticas ligeramente mads altas, no
existiendo mucha diferencia entre 50°C y 80°C. El incremento de sefial respecto de
trabajar a T® ambiente no es muy acusado y ademas hay que tener en cuenta la
aparicion de burbujas cuando se calienta el bucle de muestra, por lo que se decide

seguir trabajando a T* ambiente,

5.6.2.1.6. Influencia del tiempo de reaccion.

Con la finalidad de estudiar y optimizar el tiempo de reaccion, se procedio a
realizar la siguiente experiencia : se detenia el flujo de los canales de proflavin/HCl y
de la muestra durante un tiempo determinado, sin detener la agitacion magnética en el
mezclador; a continuacion se ponia nuevamente en funcionamiento y se realizaba una
insercion, controlando el tiempo necesario para asegurar que la disolucién insertada
forma parte de la que se habia mezclado durante el tiempo de parada. Los tiempos

estudiados se encuentran en el intervalo - 5 minutos.

Las condiciones quimicas son las determinadas anteriomente.

Latabla 5.17. muestra los valores de las diversas sefiales analiticas :
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tiempo de reaccion A
0 0.7494
307 (0.7653
I’ 0.7681
2 0.7787
5 0.7374

Tabla 5.17. : Optimizacion de} tiempo de reaccion.

La representacion grafica de estos datos se muestra en la figura 5.17.

!
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Figura 5.17. : Influencia del tiempo de reaccién.

Podemos apreciar que al aumentar el tiempo de reaccidn, se incrementa la

sefal analitica. La maxima sefial analitica se¢ obtiene a los 2 minutos, no obstante a los

5 minutos la sefial disminuye y ademas aparecen burbujas, las cuales se ponen de

manifiesto en la distorsion de los maximos de los picos FIA.

Se elige trabajar sin detener el flujo, ya que la mejora de sefial obtenida a flujo

detenido no es muy significativa y de esta manera se consigue ademas, una mayor

velocidad de inyeccion y simplicidad del sistema.
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5.6.2.2. Parametros hidrodinamicos

5.6.2.2.1. Optimizacion del volumen de muestra

Para la optimizacion del volumen de muestra, se vario la longitud del tubo de

teflén que constituia el bucle, en un intervalo entre 246 y 881pl para el volumen de

muestra. Las experiencias iniciales con el sistema indicaban que volumenes mas bajos

daban malos resultados.

Las condiciones quimicas fueron las seleccionadas anteriormente.

Los resultados obtenidos (incluyendo las sefiales de los blancos) se muestran en

la tabla 5.18.

Volumen muestra (ul) A A blanco A - A blanco
246 0.6768 0.1635 0.5133
352 0.7015 0.1695 0.5320
457 0.7098 0.1657 0.5441
563 0.7111 0.1692 0.5419
670 0.7146 0.1698 0.5448
881 0.7209 0.1678 (0.5531

Tabla 5.18. : Optimizacién del volumen de muestra.
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Representando graficamente los resultados: (figura 5.18.)
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Figura 5.18. : Influencia del volumen de muestra.

La variacion no es muy acusada en el intervalo ensayado, el pequefio aumento

de sefial parece estabilizarse en 457 pl.

Empleando 670 pl aparece un inicio de desdoblamiento en los picos,
desdoblamiento que para 881 pl se confirma. Estos “picos dobles” son caracteristicos
de los volumenes grandes de muestra e imputables al hecho de que la parte central de

la muestra no llega a tener una composicion semejante a la de ambos extremos.

Se elige como valor optimo 457 pl.

3.6.2.2.2. Optimizacion del caudal del portador.

Aunque ya se hizo un estudio inicial de caudales para la eleccion del mezclador
mas adecuado, ahora se vuelve a reoptimizar. El empleo de los nuevos valores para los

parametros optimizados, podria haber hecho cambiar los valores optimizados de

caudales. Por ello, se prueban de nuevo, diversas velocidades de bomba peristaltica,
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que afectan al caudal del portador y permite mantener constante la realcion de

caudales reactivo/muestra, para seleccionar el mejor caudal.

Se puede apreciar que al aumentar la velocidad de la bomba disminuye la cola
del pico, es decir se alcanza antes la linea base, lo que influird en la mayor frecuencia

de insercidn.

Los resultados obtenidos, incluyendo los corrrespondientes al blanco se

muestran en la grafica de la figura 5.19.
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Figura 5.19. : Influencia del caudal del portador sobre la seiial analitica.

En la grafica de la figura 5.19 se observa que la sefial analitica aumenta desde
un caudal de 0.6 ml/min hasta 1.5 mil/min (maxima sefial analitica) y luego disminuye
hasta el caudal 2.7 ml/min donde se obtiene el valor minimo. Los caudales 1.5y 1.8

ml/min proporcionan valores muy similares.

Se elige usar un caudal de 1.8 ml/min, el cual proporcionara mejor velocidad

de insercion.
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5.6.2.2.4. Optimizacion de la longitud del tramo “vélvula de inyeccién-

celda de flujo”

La longitud de este tramo afecta a la dispersion de la muestra y al tiempo de
reaccion. El primer efecto no es deseable, ya que implica picos bajos y con colas
largas ; es decir proporciona bajas sensibilidad y velocidad de muestreo.

Se probaron varias longitudes comprendidas en el intervalo 0 - 150 cm.

Los resultados se muestran en la tabla 5.19.

longitud conduccion (cm) A
0* 0.7269
20 0.7311
30 0.7345
50 0.7315
100 0.7345
150 0.7240

*solo la conduccion minima para conectar valvula y celda de flujo.

Tabla 5.19. : Optimizacion de la longitud del tramo “valvula-celda de flujo™.

No hay variaciones significativas, se decide minimizar esta conduccion al valor

imprescindible para disminuir la dispersion.
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5.6.2.3. Parametros del detector

5.6.2.3.1. Reoptimizacion de la longitud de onda

Con las nuevas condiciones obtenidas durante el proceso de optimizacion, se
efectuaron inyecciones de i6n nitrito modificando la longitud de onda. Nos
encontramos con un extrafio efecto; la absobancia aumentaba desde la longitud de
onda 328 nm (utilizada durante la optimizacion) hasta 348 nm donde se obtenia un
maximo. Esta variacion tan grande de longitud de onda no era lo que cabia esperar. Por
lo tanto se procedi6 a efectuar espectros en estatico del complejo proflavin-NO,, del

i0n nitrito y del proflavin en medio HCI 1 M.

Se observé que la longitud de onda 328 nm sigue siendo adecuada para el
complejo proflavin-NO,. La longitud de onda 348 nm correspondia al sistema

proflavin/HC1.

Por tanto para reoptimizar la longitud de onda empleando el montaje FIA, se
debera hacer teniendo en cuenta el blanco (inyecciones de agua), que son a efectos
practicos inyecciones de proflavin/HCl diluidas. Cuanto mas alta sea la sefial del

blanco, mas nos estaremos acercando al maximo del reactivo.
Durante la optimizacion se han efectuado inyecciones de 2 ppm de i6n nitrito,
pero ahora se inyectaron 3 ppm para disminuir en lo posible la relacion [proflavin] /

[nitrito].

Los datos obtenidos se muestran en la tabla 5.20.
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A nm A A blanco A - A blanco
327 0.9581 0.1628 0.7953
328 (0.9688 0.1709 0.7979
329 0.9788 0.1789 0.7988
330 0.9833 0.1857 0.7976

Tabla 5.20. : Reoptimizacion de la longitud de onda.

Los maximos valores se obtienen para 328 y 329 nm, no obstante a 329 nm
empieza a subir la sefial del blanco por aproximacion al méximo del reactivo. Se elige

por tanto 328 nm como longitud de onda 6ptima.
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5.7.SISTEMA FIA OPTIMIZADO

La configuracion definitiva del sistema FIA para la determinacion de nitritos por
reaccion con proflavin en medio clorhidrico y deteccion espectrofotométrica, es la que

se muestra en la figura 5.20.

D H R

v

Figura 5.20.: Configuracion definitiva del sistema FIA para analisis de nitritos.

1: Muestra : nitritos ; caudal : 2.7 ml/min

2: Reactivo : proflavin 2:10*M / HCI 1.000 M ; caudal : 1.8 ml/min.

3 : Portador : agua; caudal : 1.8 ml/min.

e V: Volumen de muestra: 457 pul.

B: Bomba peristéltica

[: Valvula de inyeccion.

D: Detector (Espectrofotémetro UV-VIS)

R: Recoleccion, tratamiento y representacion de resultados.

W: Desecho.

Temperatura de trabajo : ambiente.

Longitud de onda : 328 nm
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5.8. APLICACIONES ANALITICAS DEL METODO

3.8.1. Repetitividad y velocidad de inyeccion

Una vez finalizada la optimizaciéon de las diversas variables, se realizo el

estudio de repetitividad y velocidad de inyeccion.

Para este estudio se efectuaron 11 inyecciones de 0.6 ppm de ién nitrito, a
partir de los datos de absorbancia maxima y tiempo empleado en las inyecciones se

calculé la desviacion standard y la velocidad de inyeccion.

Los picos obtenidos se muestran en la figura 5.21.
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Figura 5.21.: Fiagrama correspondiente a la experiencia del célculo de la velocidad de inyeccion

L

-8.6808

Se obtuvo una desviacion estandar relativa del 0.5%, lo cual implica una buena

repetitividad.
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La velocidad de inyeccion calculada fue de 37 muestras/hora para la

concentracion estudiada.

5.8.2. Intervalo de linealidad y limite de deteccion.

El calibrado abarco las concentraciones de nitrito en el intervalo 0-6.6 ppm.

Los resultados se muestran en la tabla 5.21.

[NO, Jppm A max
0 0.1779
0.6 0.3476
1.0 0.4594
2.0 0.7483
2.6 0.9147
3.0 1.0346
4.0 1.2736
5.0 1.4171
6.0 1.4607
6.6 1.4611

Tabla 5.21. : Calibrado en el intervalo 0 -6.6 ppm de nitritos.

La representacion grafica seria : (Figura 5.22)

192



Nuevos procedimientos en flujo continuo....

0 1 2 3 4 5 6 7

ppm nitrito

Figura 5.22. : Gréfica de calibrado (0-6.6 ppm nitrito)

Observando la grafica podemos concluir que la linealidad se empieza a perder

a partir de 4 ppm.

Por tanto, intervalo de linealidad : O - 4 ppm de NO,’
La ecuacién de la recta para el tramo 0 - 4 ppm de 16n nitrito por regresion
lineal es :

A =0.27764 x [NO,] + 0.18446

siendo el coeficiente de correlacion ; > = 0.9995 .

El limite de deteccion fue calculado como el triple del ruido de fondo medio,

obteniéndose un valor de 60 ppb.

3.8.3. Estudio de interferentes

Se procedio a realizar un estudio de la tolerancia del método para aquellos
componentes que pueden acompaifiar al i6n nitrito en una muestra real. Estas seran
muestras de aguas, de tal manera que los posibles interferentes investigados fueron

cationes y aniones inorganicos.

La tolerancia al método se calcula en términos de error por comparacion con

las sefiales proporcionadas por una disolucién de 2 ppm de i6n nitrito.
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El procedimiento seguido consistid en afiadir varias concentraciones del
posible interferente a una disolucion de 2 ppm de i6n nitrito, hasta que el error relativo
(tolerancia) sea del 3%, o hasta un maximo de concentraciones de interferente cercano

a 1000 ppm.

Los resultados de este estudio se muestran en la tabla 5.22 y el interferente mas
serio fue el Fe(lll), el cual no interferia unicamente en concentraciones préximas a 1
ppm..Conviene destacar que €l Fe(III) no seria un interferente para muestras de agua
potable. La legislacion espafiola no permite mas de 0.05 ppm de Fe(IIT) para agua de

mesa.

Aniones  Conc. ppm &(%) Cationes  Conc.ppm e(%)
Br 1010 0.37 Na* 1201 0.86
SO,/ 1001 0.41 K" 1308 0.37
PO,/ 990 0.92 Cd(11) 1016 0.88
Cr 1053 2.70 Zn(1T) 1001 2.60
HCO, 940 0.63 NH,” 975 2.50
CO;” 992 1.70 Ca(Il) 1008 2.30
NOy 987 2.66 Cu(Il) 500 3.60
Si0,” 909 1.10 AI(IIT) 800 2.50
Mg(1D) 260 2.60

Fe(1lI) 1 0.80

Tabla 5.22. : Interferentes estudiados y tolerancia del sistema a los mismos.
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5.9. ADAPTACION DEL SISTEMA FIA A LA DETERMINACION DE
NITRATOS

3.9.1. Aplicacién analitica al ién nitrato

La siguiente etapa fue el estudio de la adaptacion del siterna a la posibilidad de
la determinacidn de nitratos. Como se ha descrito en la introduccion, en multitud de
casos los sistemas aplicados a la determinacion de nitritos, pueden ampliar su uso a la
de nitratos, al introducir un elemento que provoque la transformacion de éstos en
nitritos, como operacion de pre-tratamiento de la muestra. Los elementos utilizados

mas frecuentemente son columnas reductoras.

5.9.1.1. Cambios en el montaje FIA

Se introdujé una columna empacada de cadmio cuperizado en el montaje FIA
desarrollado, de tal manera que la reduccién se pudiera realizar en continuo. La
columna utilizada al inicio de las pruebas fue de vidrio y tenia 10 cm de longitud y 0.5
cm de didmetro interno. Hay que tener en cuenta que el volumen muerto en la columna
fue bastante grande, ya que su ubicaciéon en principio antes de la entrada del

mezclador, no influye en la dispersion de la muestra. Ver figura 5.23 (montaje 4).

NO, C

Proflavin / HY

H,0

Figura 5.23. : Montaje 4.

C, columna Cd-cuperizado ; M, mezclador ; D, detector ; R, registro informatico.
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5.9.1.2. Columna de cadmio-cuperizado

Preparacion ; Se emplean granulos de Cd metalico de un tamafio aproximado de 5
mm de didmetro, los cuales se lavan primero con HCI 6 M y posteriormente con agua.
Tras esta operacion son tratados con una disolucion al 2% de CuSO,5H,0 con
agitacion hasta la desaparicion del color azul de la disolucién y consiguiente aparicion

de precipitado coloidal. Se repite la operacién varias veces.

Después de este proceso se lavan los granulos copiosamente con agua
destilada, eliminando e] Cu que no haya quedado adherido a las particulas de Cd. Con
estos granulos se rellena una columna de vidrio, que es la que se insertara en el

montaje FIA mediante las roscas y la tornilleria al efecto.

Esta columna se ha de conservar embebida en una disolucién tampén de
NH,'/NH;, la cual se prepara de la siguiente manera : disolver 13 g de NH,Cly 1.7 g
de EDTA-Na, en 900 ml de agua destilada. Se ajusta el pH a 8.5 con NH, concentrado
y se diluyea 1 litro,

Acondicionamiento de la columna: La columna necesita un
acondicionamiento previo a cada uso. Al principio la reduccién es mas acusada, pero
poco a poco la sefial va disminuyendo hasta estabilizarse en un valor. Las experiencias
efectuadas en nuestros laboratorios nos indican que la columna se estabiliza tras pasar

una disolucion diluida de nitratos durante 30 minutos.
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5.9.1.3. Influencia de la disolucién de NH,"/NH,

Tal y como se ha indicado, para que la reaccion de reduccion se produzca en el
interior de la columna es necesario que el medio de reaccion se encuentre tamponado
con la disolucién NH,'/NH, descrita anteriormente. Hay que tener en cuenta que
después del proceso de reduccion, el bolo de muestra entrara en contacto con el
reactivo proflavin en el mezclador y para que transcurra esta reaccion el medio tiene

que ser acido.

Se disefio una experiencia para encontrar la minima cantidad de tampoén
necesaria para la reduccion y que no neutralize en demasia el medio acido necesario

para la formacion del complejo proflavin-NO,.

Se prepararon muestras de nitrato, adicionando diferentes cantidades del
tampon NH, /NH, (su composicion ya se ha descrito), de forma que la concentracion

final del mismo oscilé entre el 5 y el 50%.

Las muestras contenian 2.7 ppm de i6n nitrato. También se inyectaron dos
muestras de 2 ppm de ion nitrito (2.7 ppm de nitrato al reducirse proporcionan 2 ppm
de nitrito). Una de ellas, fue inyectada en el montaje sin columna y otra en el montaje
con columna y con un 5% v/v de tampén en la disolucion de nitrito como sefiales de

referencia. Los resultados se exponen en la tabla 5.23.
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anién | [tampén NH,/NH,] % v/v A

NO, : 0.6931%
* 5 0.6813*

NOy 50 0.7038
* 33 0.7089
« 25 0.7089
« 10 0.7107
“ 5 0.7047

* valores de referencia.

Tabla 5.23 : Influencia de la disolucién de NH,"/NH,.

En esta experiencia se ha podido constatar un elevado grado de conversion de
nitrato a nitrito, ya que practicamente coinciden las sefiales de nitritos y nitratos. La
influencia del tampoén en la sefial analitica definitiva ha mostrado ser irrelevante. Se

eligi6 una disolucién del tampon del 25% v/v para el medio de la muestra.
5.9.1.4. Influencia de la concentracién de HCI en la disolucién reactivo

La muestra de nitratos tiene un pH alcalino (tampon), necesario para la
reduccion en el interior de la columna, no obstante la reaccion de complejacion
proflavin-NO, requiere un medio HCI 1M. La mezcla de la muestra tamponada con el
reactivo en el mezclador podria subir el pH afectando negativamente a la formacién
del compuesto coloreado. En la experiencia anterior, se ha visto que este efecto no
debe tener demasiada importancia. No obstante, ahora se aborda el problema

aumentando la concentraciéon de HCl en 1a disolucion reactiva.
Se insertaron disoluciones de 5 ppm de i6n nitrato y se emplearon dos

disoluciones reactivas, una con una concentracion de HCI 1.000 M y otra con una

concentracion de acido 2.000 M. Los resultados se muestran en la tabla 5.24.
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[HCI] M A
1.000 0.4658
2.000 0.5133

Tabla 5.24. : Influencia del HCI en la disolucion reactiva.

La sefial proporcionada para una concentracion 2.000 M en HCl es mayor, no
obstante la diferencia no es muy grande. Ademas conviene afiadir que empleando esta
concentracion de acido los picos presentan colas mds largas. Por todo esto, se decide
seguir utilizando una concentracion 1.000 M de HCl y una diluci6n del tampon al 25%

v/v en la disolucion de muestra,

5.9.1.5. Influencia del caudal a través de la columna

Durante la realizacion de este estudio, se pudo comprobar que la columna de
Cd(Cu’) presentaba un grado de conversién de nitrato a nitrito variable dependiendo
del tiempo de utilizacion y de la columna misma. Dos columnas de iguales
dimensiones, preparadas de la misma manera y en las mismas condiciones presentaban
diferente grado de conversién, en los casos mas desfavorables se obtuvieron

conversiones inferiores al 50%.

Se efectud un primer estudio del caudal a través de la columna, en un intento

de mejorar y estabilizar el grado de conversién.

Las disoluciones de nitrato empleadas fueron de 20 ppm. Los resultados

quedan reflejados en la tabla 5.25.
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Caudal (ml/min) A
2.0 1.3454
29 1.3083
39 1.1005

Tabla 5.25 : Influencia del caudal a través de la columna.

Como era de esperar, al disminuir el caudal aumenta la sefial analitica, debido
al mayor tiempo de residencia de la muestra en el interior de la columna. Hay que

tener en cuenta que un caudal bajo proporcionaria una baja velocidad de inyeccion.
5.9.1.6. Influencia de la longitud de la columna
Se estudio la influencia de la longitud de la columna a emplear para conseguir
el mayor grado de conversion posible y mayor tiempo de vida media del reactor a

caudales elevados. Se probaron tres columnas de vidrio, de 5 cm, 10 cmy 15 em.

En esta experiencia se inyectaron disoluciones de 2 ppm de nitrito como referencia (sin

columna) y disoluciones de 2.7 ppm de nitrato.

Para cada longitud de columna se calculd su grado de conversion en %. (Tabla

5.26).
longitud columna (cm) A Grado de conversiéon %
- (.6499* -
5 0.2061 31.7
10 0.3044 46.8
IS 0.3623 55.7

*sefial de referencia (inyeccion de 2 ppm de i6n nitrito).

Tabla 5.26. : Influencia de la longitud de la columna,
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Como era de esperar, al aumentar la longitud de la columna aumenta el grado
de conversion. No obstante se decide seguir trabajando con la columna de 10 ¢cm, ya

que la de 15 cm originaba problemas de sobrepresion en el montaje FIA,

5.9.1.7. Variacion del caudal y empleo de flujo detenido

En las experiencias anteriores se observd que al aumentar el tiempo de
contacto del i6n nitrato con los granulos de Cd-cuperizado se incrementaba la sefial
analitica, bien por la longitud de la columna, bien por los caudales de paso a través de
la columna. Otro modo de prolongar el contacto sin los problemas ya comentados

consiste en detener el flujo en el interior de la columna.

Trabajar a flujo detenido, es decir detener el bolo de muestra un tiempo
concreto en la columna puede atn aumentar mas el grado de conversion de nitrato a
nitrito. Por ello se disefio una experiencia en la que se detiene, durante varios tiempos
diferentes, el flujo del bolo de muestra en la columna. Para ello se eliminé el portador
y la valvula Rheodyne del montaje, es decir sélo existian los canales del reactivo y de
la muestra, de tal manera que del mezclador salia el producto de reaccion, dirigiéndose

directamente a la celda de medida. El montaje descrito se muestra en la figura 5.24.

) C

NO

Proflavin / HY

Figura 5.24. : B : bomba peristéltica, C : columna de CD-cuperizado,
M : mezclador, D : detector, R : registro informético.
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Para estudiar la bondad de la técnica de flujo detenido, se uso este montaje
simplificado, ya que el montaje FIA habitual nos planteaba problemas, en el sentido de
que eran necesarios controles de tiempo y del funcionamiento del sistema muy
estrictos. El bolo de muestra tendria que estar detenido, por paro de la bomba, en la
columna. Después de esperar el tiempo o tiempos predeterminados, se conectaria otra
vez la bomba. Tendriamos que esperar otro lapso de tiempo hasta que el bolo de
muestra llegara al bucle de la valvula de inyeccién y en ese momento inyectar. Con los

cambios, ahora, introducidos el estudio se realiza con mas comodidad y fiabilidad.

Con este montaje simplificado, también se probaron diversos caudales junto

con los diversos tiempos de parada.

Los datos asi obtenidos para la variacion de caudal y tiempo de detencién cero

se muestran en la tabla 5.27 (caudales a través de la columna):

Caudal (ml/min) A Grado de conversion %
- 0.6873* -
3.0 0.2837 413
22 0.3202 46.6
1.5 0.3881 56.5
0.8 0.1984 72.5
0.3 0.5600 81.5

*sefial de referencia (inyeccion de 2 ppm de i6n nitrito).

Tabla 5.27. : Datos de la variacion de caudal y tiempo de detencién cero.

Los datos obtenidos en esta experiencia empleando flujo detenido son

mostrados en la tabla 5.28.
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t flujo detenido (min) A Grado de conversion %
- 0.7331* -
1 0.3615 493
2 0.3766 51.4
5 0.3635 49.6

*seflal de referencia (inyeccion de 2 ppm de i0n nitrito).

Tabla 5.28 : Influencia del flujo detenido.

El estudio realizado empleando flujo detenido no proporciona grandes
variaciones, no obstante observando las sefiales obtenidas, se ve que al aumentar el
tiempo aumenta la cola del pico FIA, probablemente se deba al hecho de que cuesta

mayor tiempe “eluir’ el nitrato reducido.

Comparando los resultados de ambas experiencias (tabla 5.27 y 5.28.) se puede
establecer que detener el flujo proporciona valores similares a los que se pueden

conseguir con el caudal.

El siguiente paso fue realizar un estudio manteniendo el caudal del portador en
1.8 ml/min y variando de forma simultanea los caudales de la muestra y del reactivo,
manteniendo la proporcion en la que se mezclan reactivo y muestra. Esto se consigui6
empleando dos bombas peristalticas con la intencién de encontrar unas condiciones
que mantuvieran la relacién de caudales en el mezclador sin alterar el caudal del
portador. De esta forma la tnica alteracion realizada no afecta a las condiciones ya

optimizadas para los nitritos.
Se inyectaron disoluciones de 2.7 ppm de idn nitrato y como referencia se

inyectaron 2 ppm de i6n nitrito. Los datos que se obtuvieron son mostrados en la tabla

5.29., los caudales expresados corresponden al paso por el interior de la columna.
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Caudal (ml/min) A Grado de conversion %
- 0.7026* -
3.0 0.3500 49.8
2.0 0.3849 54.8
1.0 0.4692 66.8
0.3 0.5291 75.3

*sefial de referencia (inyeccion de 2 ppm de idn nitrito).

Tabla 5.29. : Influencia del caudal a través de la columna, manteniendo el caudal del portador.

Cuanto mas lento es el caudal, mayor sefial analitica es producida.

Finalmente, se decide utilizar dos posibles caudales para los canales de muestra
y reactivo. Un caudal rapido para un intervalo de concentraciones de nitratos mas alto,
3.0 ml/min a través de la columna y un caudal lento 0.3 ml/min, a través de la columna

para un intervalo de concentraciones de nitratos mas bajo.

5.9.2. Condiciones FIA optimizadas para la determinacion de nitratos.

e Muestra : nitratos en disolucion acuosa conteniendo un 25% v/v de disolucion
tampén NH,'/NH,, caudal para intervalo de concentraciones alto: 3.0 ml/min ;
caudal para intervalo de concentraciones bajo : 0.3 ml/min.

e Reactivo: proflavin 2-10*°M/ HCl 1.000 M, caudal para intervalo de
concentraciones de nitrato alto: 2.0 ml/min; caudal para intervalo de
concetraciones bajo : 0.2 ml/min.

¢ Portador : agua destilada ; caudal : 1.8 ml/min.

¢ Volumen de muestra : 246 l.

» Dimensiones de la columna de Cd-cuperizado : 10 ¢m de longitud, 0.5 ¢cm d.i.

e Temperatura de trabajo : ambiente.

e [ongitud de onda : 328 nm.
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5.9.3. Aplicaciones analiticas

5.9.3.1. Intervalo de linealidad, caudal alto

Se calculo el intervalo de linealidad para el i6n nitrato empleando un caudal de
3.0 ml/min a través de la columna. El resto de condiciones son las dptimas. Se utilizo

la columna de 10 cm para la reduccion de nitrato a nitrito. Se probé el interalo 0 - 25

ppm de 16n nitrato.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 5.30. :

[NO,] ppm A
0 0.1446
0.075 0.1483
0.10 0.1509
0.50 0.1609
1.0 0.1855
5.0 0.3427
10 0.5400
15 0.7326
20 0.9099
25 1.0674

Tabla 5.30. : calibrado intervalo 0-25 ppm de nitrato

La ecuacion de la recta es:
A=0.03757 x [NO,] + 0.1511
El coeficiente de regresion es :

r = 0.9995
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La representacion grafica de la recta obtenida se aprecia en la figura 5.25.

1.1

0.8
0.7
06
05
0.4
0.3
0.2
0.1
0+ - f f H t g {

0 5 10 15 20 25 30

(nitrato) ppm

Figura 5.25. : recta de calibrado, intervalo 0-25 ppm nitrato.
5.9.3.2. Repetitividad y velocidad de inyeccion con caudal alto
Para este estudio se efectuaron 16 inyecciones de 5 ppm de i6n nitrato, A partir
de los datos de absorbancia maxima y tiempo empleado en las inyecciones se calculd

la desviacidn standard y la velocidad de inyeccién.

Los picos obtenidos se muestran en la figura 5.31.

206




Nuevos procedimientos en flujo continuo....

6.4008 -

-4

oz | 0NN AR

8.2808 -
[
)

el UUUUUUUUUUUYUUL

-ﬁl l T 1 1 | T 1 I 1 ¥
82.6 18268 7228 2.8 428 2.8 6828 782.8 0828
SK

Figura 5.26.: Fiagrama correspondiente al calculo de velocidad de inyeccion, caudal alto

Se obtuvo una desviacion estandar relativa del 0.49%, lo cual implica una gran
repetitividad. La velocidad de inyeccién obtenida fue de 68 inserciones / hora para la

concentracion estudiada.

5.9.3.3. Intervalo de linealidad, caudal bajo y limite de deteccion

Se calculd el intervalo de linealidad para el i6n nitrato empleando un caudal de
0.3 ml/min a través de la columna. En estas condiciones la sensibilidad sera mayor. Se
probo el intervalo 0 - 20 ppm de i0n nitrato. Trabajando a este caudal, se pierde la
linealidad por encima de 10 ppm de nitrato, como se podra comprobar en la

representacion grafica del calibrado (figura 5.27.).

207




Determinacion de diazepam, amarillo de acridina y nitritos-nitratos
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Figura 5.27. : calibrado, intervalo 0-20 ppm de nitrato

La ecuacion de la recta seria (0-10 ppm):
A =0.1165 x[NO,] + 0.148065
El coeficiente de regresion es :

r’ = (0.99985.

El limite de deteccion fue calculado como el triple del ruido de fondo medio,

obteniéndose un valor de 0.075 ppm.

5.9.3.4. Repetividad y velocidad de inyeccion a caudal bajo

Para este estudio se efectuaron 9 inyecciones de 5 ppm de i6n nitrato. A partir
de los datos de absorbancia maxima y tiempo empleado en las inyecciones se calculd
la desviacién standard y la velocidad de inyeccion.

Se obtuvo una desviacion estandard relativa del 0.63%.

La velocidad de inyeccion obtenida fue de 24 inserciones/hora para la

concentracion estudiada.
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5.9.4. Estudio sobre el analisis conjunto de nitritos y nitratos

A pesar de no obtener una conversion cuantitativa, se disefio un experiencia
para comprobar si las sefiales analiticas de nitritos y nitratos analizados conjuntamente
eran aditivas. Para ello se inyectaron con un caudal de 1.8 ml/min para el portador y de

3.0 ml/min para el canal de la muestra, las siguientes concentraciones

e 0.4 ppm de nitrito

¢ 1.6 ppm de nitrito

e 5 ppm de nitrato

¢ 10 ppm de nitrato

e 0.4 ppm de nitrito + 5 ppm de nitrato

1.6 ppm de nitrito + 10 ppm de nitrato

En todos los casos se preparaban en disolucion tampén al 25 % v/v.

Los datos obtenidos se muestran en la tabla 5.31.

Muestra A A
sin columna con columna

0.4 ppm nitrito 0.2637 0.2773

1.6 ppm nitrito 05827 0.6009

5 ppm nitrato 0.1551 0.3589

10 ppm nitrato 0.1538 0.5295

0.4 ppm nitrito + 5 ppm nitrato 0.2553 0.4466
1.6 ppm nitrito + 10 ppm nitrato 0.5861 0.9425

Tabla 5.31. ; Analisis conjunto de nitritos y nitratos.
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Si las sefiales fueran aditivas, los resultados de absorbancia tendrian que haber

sido en los dos ultimos casos 0.6362 y 1.1304 respectivamente.

Por lo tanto, no es posible el analisis conjunto. Lo mas recomendable es
analizar cada ion por separado, con la Unica precaucion de incluir la columna reductora
en el montaje a la hora de analizar nitratos. Segin el intervalo de concentraciones

esperado, empleariamos el caudal alto o bajo.

5.10. MUESTRAS REALES

Se efectud la determinacién de nitritos en dos muestras de aguas residuales
procedentes de una empresa de productos carnicos y también se efectuo el andlisis de

nitratos en una muestra de agua de mar de las costas de la Comunidad Valenciana.

En todos los casos los resultados fueron contrastados con métodos estandar
para nitritos y nitratos. El método empleado como referencia para el caso de los
nitritos fue el estandar colorimétrico de Griess y para €l caso de los nitratos el método
de absorcion directa en el ultravioleta, ambos métodos son conocidos y facilmente

localizables en la bibliografia.

Las muestras de agua analizadas, por la metodologia propuesta en este capitulo,
no sufrieron ningun tratamiento previo y fueron inyectadas directamente en el montaje

FIA.

Los resultados obtenidos en estos analisis junto con su error se muestran en la

tabla 5.32.
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Nitritos ;
muestra [NO,] ppm GRIESS | [NO,] ppm método propuesto | ¢ %
agua residual (I) 1.50 1.47 2.0
agua residual (II) 2.30 2.26 1.7
Nitratos :
muestra [NO;] ppm UV [NO,] ppm método propuesto | ¢, %
agua de mar 1.75 1.73 1.1

Tabla 5.32. : Resultados de los analisis de las muestras de agua.

5.11. CONCLUSIONES

Se puso a punto un procedimiento FIA simple y rapido para la determinacion
de nitritos. El método esta basado en la reaccion del i6n nitrito con el reactivo no

carcinogénico 3,6-diaminoacridina (proflavin).

Las disoluciones de este reactivo son estables durante largos periodos de

tiempo.

Muestra y reactivo se mezclan en continuo en el sistema y demostré ser un
factor importante para la obtencion de una adecuada sefial analitica, por lo que se¢

estudié e implanté el uso de una camara de mezclado.

El método desarrollado muestra una gran precision, selectividad y un amplio

intervalo de linealidad, mayores que otros métodos FIA desarrollados.

Fueron optimizadas las diversas variables quimicas y FIA. Los valores

obtenidos al final de este proceso fueron :
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e Relacion de caudales (nitrito-proflavin) : 1.450
¢ [ongitud de onda de absorcion : 328 nm

e [HCI]:1.000 M

e [proflavin ]:2-10* M

¢ Caudal portador : 1.8 ml/min

® Volumen de muestra : 457 pl

Se aplicod la metodologia desarrollada a la determinacion de nitritos. Para ello,
se estudio previamente el intervalo de linealidad del método, la reproducibilidad y la
velocidad de inyeccion. Ademas fueron efectuadas experiencias para establecer la
interferencia que podian provocar los componentes que habitualmente acompafian al

16n nitrito en muestras de agua.

Los resultados de esta aplicacion analitica fueron :

Nitritos :

® Intervalo de aplicacion : 0.06 - 4 ppm

¢ Curva calibrado: A =0.277 + 0.184C ; r = 0.9995

¢ Limite de deteccion : 0.06 ppm

e Velocidad de inyeccion : 37 h' para 0.6 ppm de nitrito.

® Repetitividad : RSD para 0.6 ppm de nitrito : 0.5%.

® Interferentes: se estudio la interferencia de gran cantidad de iones. Ver la tabla

resumen (Tabla 5.22).
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El método también puede ser aplicado a la determinacion de nitratos, ubicando
una columna reductora de Cd-cuperizado en el canal de la muestra (dimensiones de la
columna: 10 cm de longitud, 0.5 c¢m d.i.). El sistema sigue conservando el resto de

parametros iguales.

Nitratos :

Se establecieron dos intervalos de aplicacion, uno con un caudal alto a través

de la columna reductora y otro con un caudal bajo.

Caudal 3.0 ml/min :

¢ Intervalo de aplicacion : 0.1 - 25 ppm

® Curva calibrado : A = 0.1506 + 0.003757C ; r= 0.9995
® Velocidad de inyeccion : 68 h' para 5 ppm de nitrato

® Repetitividad : RSD para 5 ppm de nitrato : 0.49%

Caudal 0.3 ml/min :
¢ Intervalo de aplicacion : 0.075 - 10 ppm
® Curva calibrado : A = 0.1481 + 0.1165C ; r = 0.99985

Velocidad de inyeccion : 24 h' para 5 ppm de nitrato
e Repetitividad : RSD para 5 ppm de nitrato : 0.63%

Limite de deteccion : 0.075 ppm.

Con estos datos se establecid el contenido en ion nitrito en dos muestras de
aguas residuales procedentes de una empresa carnica y el contenido en ién nitrato de
una muestra de agua de mar tomada de las costas de la Comunidad Valenciana con

resultados muy aceptables.

213




Determinacion de diazepam, amarillo de acridina y nitritos-nitratos

Se comprobo la imposibilidad de determinar conjuntamente nitratos y nitritos,
puesto que en la modalidad que incorpora la columna, la sefial de nitratos y nitritos no

es aditiva,
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Capitulo sexto

6. DETERMINACION POR QUIMIOLUMINISCENCIA
DEL AMARIILLO DE ACRIDINA.
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INTRODUCCION

6.1. PROPIEDADES Y USOS DE LAS ACRIDINAS
El amarillo de acridina es la 3,6-diaminoacridina-2,7-dimetilacridina (figura
6.1)
H,C CH,
X
- HCI
P
H,N N NH,
Figura 6.1.
Amarillo de acridina
N° CAS : [135-49-9]

M:273.77
A s 442 nm

El amarillo de acridina pertenece a una familia formada por una gran cantidad

de compuestos considerados estructuralmente derivados de la acridina (figura 6.2).

Figura 6.2.: Acridina
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Las acridinas se encuentran en multitud de tipos de muestras.

La sintesis de una aminoacridina suele implicar la ciclacién de un apropiado
acido difenilamina-2-carboxilico sustituido para obtener la correspondiente 9-
acridanona o 9-cloroacridina. Estas pueden ser posteriormente reducidas a acridina por
varias rutas quimicas, o bién la 9-cloroacridina puede ser convertida a 9-

aminoacridina®®.

Ha sido determinado el caracter alcalino de un gran nimero de aminoacridinas,
usualmente en conexién con estudios de actividad bioldgica. La mayoria de las
determinaciones han sido realizadas mediante valoraciones potenciométricas, pero
también se han usado otras técnicas como absorcion, solubilidad y particion sobre
soluciones tamponadas conteniendo la acridina. La 9-aminoacridina es la que presenta

mayor fuerza alcalina®™®.

Todas las aminoacridinas proporcionan anillos al reaccionar con aldehidos
aromaticos. Los isomeros 1- y 2- de manera cuantitativa, pero los 3- y 4- reaccionan

con un rendimiento bajo™*®.

La hidrolisis de las aminoacridinas con HCI concentrado a 180° C proporciona
las correspondientes hidroxiacridinas. La hidrélisis alcalina tiene un efecto muy

pequefio™®,

La reduccion catalitica con Ni-Raney resulta en la formacion de
aminoacridanos y la ebullicién de las aminoacridinas con anilina en presencia de HCI,

produce las correspondientes anilinoacridinas™®,

Las aminoacridinas presentan una gran variedad en su comportamiento

quimico y fisico. La propiedades de las 9-aminoacridinas, en particular, difieren
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considerablemente del resto de isomeros, por esta razon las consideramos

separadamente del resto de aminoacridinas™*,

6.1.1. Diaminoacridinas

Las propiedades quimicas de las diaminoacridinas pueden ser predichas
aproximadamente a partir de la propiedades conocidas de las dos monoaminoacridinas

con los grupos amino en posiciones analogas.

Las diaminoacridinas tras un proceso de diazotacién producen, a menudo,
compuestos de colores brillantes que van desde el violeta al naranja. Tras los estudios
realizados sobre diazotacion de las diaminoacridinas se concluy6 que solo el grupo

amino situado en la posicién 6 participa en la diazotacion™®,

Se ha calculado la densidad electrénica en el anilllo del nitrogeno, y la energia
del orbital molecular mas alto ocupado y del orbital molecular vacio més bajo en una
serie de diaminoacridinas en un esfuerzo para correlacionar esos parametros con los

valores de pK, y la actividad terapettica™.

La 3,6-diaminoacridina se convierte en su dihidroxi compuesto por hidrolisis
con acido sulfurico del 45% a 195°C. El proflavin (3,6-diaminoacridina) tiene
importantes propiedades antisépticas y se prepara calentando m-fenilenodiamina con
acido formico y cloruro de zinc en glicerina. Segin la reaccion de Skraup forma
monoanillos con benzaldehido y otros aldehidos. Las sales de 3,6-diamino-10-
metilacridinio también forman anillos con aldehidos aromaticos y alifaticos, asi como

con cetonas aromaticas®®,
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6.1.2. Accion antibacteriana de la acridinas

Los primeros trabajos que constatan a la acridinas como agentes
antibacterianos se deben a Ehrlich y Benda, los cuales observaron que los cloruros de
3,6-diamino-2,7,10-trimetilacridinio y 3,6-diamino-10-metilacridinio poseian actividad
contra Trypanosoma brucei, especialmente el ultimo, al cual se le llamo tripaflavin.
Posteriormente. Shiga constatd que el tripaflavin era activo contra las infecciones de

codlera®®.

Las aminoacridinas poseen una importante actividad biclogica. Browning en
1913 descubrié las propiedades como bactericida del proflavin. En 1930, Mauus y
Mietzch describieron la actividad contra la malaria que presentaban algunas 9-
aminoacridinas sustituidas. Recientemente se han descubierto las propiedades

carcinoestaticas de algunas 9-aminoacridinas™,

Browning y Gilmour demostraron en sus trabajos que el amarillo de acridina
(3,6-diamino-2,7-dimetilacridina) y el proflavin (3,6-diaminoacridina) inhibian el
crecimiento de colonias de algunos estafilococos, bacilos, etc. estos trabajos
estimularon el interés por las potencialidades de las acridinas como desinfectantes de
heridas, desde su actividad antibacteriana, en contraste con otras muchas sustancias

que no actuaban apropiadamente en presencia de fluidos corporales y pus™,

Las acridinas antibacterianas se usan principalmente en el tratamiento de
quemaduras y heridas; en este aspecto hay un tendencia a sustituir las sulfonamidas y
antibidticos por las acridinas, ya que son activas contra un gran numero de bacterias
Gram positivas y Gram negativas y ademas el uso indiscriminado de antibidticos ha

favorecido la aparicién de resistencias a estos ultimos®®,
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La 9-aminoacridina ha demostrado ser un potente agente antibacteriano
superior al proflavin y la acriflavina. Estas dos ultimas diaminoacridinas fueron usadas

como desinfectantes de heridas durante las dos guerras mundiales™,

Se han efectuado estudios correlacionando el caracter alcalino y la actividad
antibacteriana. Se ha podido constatar que una eficiente actividad contra bacterias solo
ocurre cuando las acridinas se encuentran ionizadas al menos al 50% como cationes,
de tal manera que si se ionizan como aniones o zwiteriones resultan inefectivas. La
naturaleza quimica de los sustituyentes en el nicleo de las acridinas tiene importancia.
El modo de accion se explica facilmente sobre la base de la competicion existente
entre los cationes de acridina y los hidrogeniones por una localizacién ani6nica vital en

las células bacterianas®?®,

6.2. REACCIONES QUIMIOLUMINISCENTES DE LAS ACRIDINAS

Las propiedades quimioluminiscentes de las acridinas han sido estudiadas
principalmente para el caso de las sales de biacridinio y de acridinio, asi como el caso

de los ésteres de acridinio.

Entre las sales de biacridinio, la lucigenina (nitrato de N, N’-dimetilacridinio)

es el arquetipico quimioluminiscente derivado de las acridinas.

Como el luminol, la oxidaciéon de la lucigenina, necesaria para la reaccion
quimioluminiscente (figura 6.3), ocurre en medio alcalino (pH 9-10) produciendo una
emision de luz azul-verdosa que dura algunos minutos. El oxidante mas utilizado es el
H,0,. Esta reaccion esta catalizada por varios metales, incluyendo algunos como el
Bi(III), el cual no cataliza la reacion del luminol. El producto excitado de la reaccion
(N-metilacridona) es insoluble en agua y se deposita en las paredes de los sistemas de

flujo y en las ventanas del detector, lo cual origina problemas practicos. No obstante,
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la adicion del surfactante sodio dodecilsulfato a la disolucion de lucigenia previene esa

precipitacion® ™,

OH, H,0,
—

lucigenina

?H3 (IZH3
*

NMA + luz €«— +
O O

N-metilacridona *
(NMA™)

Figura 6.3.: Reaccion quimioluminiscente de la lucigenina.

La 10,10’-dimetil-9,9’-biacridina-9,9’-6xido y 1a 10,10’-dimetil-9,9’-biacridina
son quimioluminiscentes cuando son disueltas en piridina o metanol en presencia de
H,0,. La luminiscencia generada asi es débil y requiere la presencia de radicales en el

inicio de la reaccién para producir una intensidad visible.
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Dentro de las sales de acridinio, la oxidacion con H,0, en medio basico de los
fenil ésteres proporcionan las mejores expectativas en cuanto a aplicaciones
quimioluminiscentes. El H,0O, es esencial, #butil y metilhidroperéxido son
considerablemente menos efectivos. En estas reacciones el rendimiento cuantico no se
ve afectado significativamente por la sustitucion en el grupo fenilo. Conviene
mencionar que el orden de adicion de los reactivos, base y H,0O, es importante. Si el
H,O, es afiadido después de la base, la rapida reaccion brillante es reemplazada por

una emisién mermada y lenta®.

Los alquil ésteres de acridinio también proporcionan reacciones

quimioluminiscentes, pero de menor eficiencia que las de los fenil ésteres?®.

La reduccion de los ésteres de acridinio en acido acético con zinc da lugar al
correspondiente acridano, éste al reaccionar con una base fuerte en disolventes
aproticos polares proporciona una brillante emision quimioluminiscente. En el
mecanismo de esta reaccion se forma un perdxido. El rendimiento cuantico es alto,
quizas por la formacion directa del perdxido, excluyendo la competicion con otros
nucleofilos. Los ésteres de acridinio se encuentran entre los mas brillantes de los

compuestos organicos quimioluminiscentes®.

El acridano obtenido tras la reduccién con Zn, es débilmente
quimioluminiscente al ser oxidado con peréxido de benzoilo. El rendimento cuantico
es muy bajo. La emisién parece corresponder a la fluorescencia del catién acridinio,
cuyo mas bajo estado singlete excitado es significativamente de menor energia que el

de la acridina por si misma®.

Los  derivados del acido  acridina-9-carboxilico son  también
quimioluminiscentes. La oxidacion de la 9-metilacridina proporciona emision de luz y
se considera que esta reaccién progresa segiin un mecanismo similar a los derivados

antes mencionados®?,
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La acridina-9-carboxihidrazida es quimioluminiscente, proceso que puede ser
debido tanto al grupo hidrazida como a la luminiscencia ya comentada de las

acridinas™®,

6.3. ASPECTOS ANALITICOS DE LAS ACRIDINAS

6.3.1. Ensayos cualitativos

Yalcindag pudo identificar diversas acridinas por los colores de reaccion que
presentaban con é&cido nitroso, dimetilaminobenzaldehido y 4cido citrico'®. También
se han empleado como ensayo de identificacion los colores que proporciona el i6n

nitrito en medio stlfurico con acriflavina y proflavin'”’.

La fluorescencia caracteristica de las acridinas ha servido para la deteccién y
evaluacion de estas. Neu propusdé como test de identificacion de acriflavina, la
formacion de un precipitado naranja-rojizo con oxido de tetrafenilborén. Este
precipitado tiene comportamiento fluorescente cuando se somete a luz ultravioleta. La
tripaflavina situada en papel de filtro y secada tiene un comportamiento fluorescente,
el cual se puede reforzar mediante la adicion de sorbitol. Tambien se ha aprovechado
la quimioluminiscencia que presentan estos compuestos al ser expuestos a la accion

del 0zono para su identificacion'®.

6.3.2. Métodos volumétricos

El método de Hall y Powell ha sido el de uso mas extendido y se ha aplicado
ampliamente para el analisis de euflavina, acriflavina y proflavin. Consiste en la

precipitacion de las acridinas con ferricianuro, valorando el exceso de éste mediante

una iodometria, tras eliminar el ferrocianuro formado con sulfato de zinc'®®.
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Otros métodos como el de Devi y Khorona, se basan en la diazotacion de los
grupos amino y posterior valoracion con nitrito potasico utilizando yoduro-almidén
como indicador. Amor y Foster determinan estas moléculas basandose en la
estimacion del cloruro o del nitrégeno mediante el método Kjeldahl, Hall y Powell
indicaron que estos métodos podian presentar errores de hasta el 30%, siendo el

propuesto por ellos o modificaciones posteriores del mismo los mas utilizados'®.

Bollinger precipitaba las 3,6-diaminoacridinas con un exceso de acido picrico y

valoraba el exceso de éste con azul de metileno'®,

Knud Jackerott propusé un método para acridinas basado en la precipitacion de
éstas con un exceso controlado de dicromato potésico y posterior valoracién de éste

exceso con yodo'”.

Thoma y colaboradores propusieron una metodologia para derivados
farmaceiiticos de acridina, los cuales se valoraban con laurilsulfato sodico, y la

floculacion del precipitado formado marcaba el punto final'®.

También se han descrito valoraciones en medio no acuoso para derivados de
acridina. Sing y colaboradores propusieron la valoracién en medio acético con N-
bromosuccinimida hasta la desaparicion del color™®.

6.3.3. Métodos colorimétricos

Son muchos los métodos colorimétricos utilizados en la determinacién de

acridinas y derivados.
Reimer propuso la absorcion directa del hidrocloruro de 3,6-diamino acridina

en euflavina usando alcohol isopropilico como disolvente y azul de timol como

indicador'®®,
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Homes empleé acido nitrico con acriflavina y euflavina, midiendo el color rojo
desarrollado, pero los resultados se veian muy afectados por la calidad del acido

nitrico utilizado'®.

Schulte describid un método basado en la diazotacién que resulta en la
formacion de color violeta por adicién de acido nitroso naciente (obtenido a partir de

nitrito sddico y dcido clorhidrico)'®*.

Devi y Khorona, copulaban el proflavin diazotado con resorcinol en medio
alcalino, determinando el color del compuesto formado mediante espectrofotometria.
Shaw y Wilkinson decribieron un método similar al anterior ( proflavin diazotado
formando una quinonaimina) pero empleando como agente copulante el N-(1-
naftil)etilendiamina, eliminando el exceso de acido nitroso con acido sulfamico. Se

obtiene un compuesto de coloracién violeta'®.

Sokol determino tripaflavina diazotando el compuesto en ambos grupos amino

y utilizando el mismo agente copulante que el método anterior'*.

JR. Pic6 y J. Martinez Calatayud describieron la formacién de un compuesto

violeta, al reaccionar el proflavin con i6n nitrito en medio clorhidrico™.

6.3.4. Métodos fluorimétricos

Bykovskaya y colaboradores emplearon la excitacion selectiva laser en el
analisis luminiscente para diversas moléculas organicas complejas, la 9-aminoacridina

entre otras'®,

Jurgensen estudiaron los picos de excitacion y emision de gran numero de

compuestos, encontrandose la acridina entre las moléculas estudiadas'.
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Bican—Fister determiné acriflavina midiendo la intensidad de fluorescencia de
una solucion del analito en un tampén Mcllvaine (pH 6) comparando con una solucion

estandar en el mismo tampoén'®®,

Bernanose y otros estudiaron las propiedades fluorescentes y fosforescentes de
la acriflavina para su determinacion cuantitativa. Sefialaron que para concentraciones
superiores a 10° M es aconsejable emplear la técnica de la fluorescencia y por debajo

de esta concentracion es recomendable emplear la fosforescencia'®®.

6.3.5. Métodos electroanaliticos

Las valoraciones potenciométricas han sido utilizadas con éxito en las
determinacion de acridina y derivados, valorando estas moléculas con acido
percldrico. Los medios utilizados son solventes acidos, en los que la acridina ve

exaltada su caracter alcalino.

Ramachandra y Krishnan utilizaron acido acético glacial como disolvente,
empleando como electrodo de referencia uno de calomelanos y como indicador un

electrodo de platino™®.

En otros trabajos se han utilizado como valorantes 4cidos de Lewis tales como

SnCl,, TiCl,, ZrCl,, AlCl,, FeCl, y como disolventes el nitrobenceno o acetonitrilo'.

Espersen elaboré un método potenciométrico para la determinacion de
aminoacridinas-HCI en preparados farmaceuticos'®®, en este método el tetrafenilborato
era utilizado como valorante y un sistema de electrodos vidrio-Ag/AgCl. Selig emple6

un electrodo indicador selectivo de fluoborato'®.
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Matrka Miroslav usé la reaccidén de diazotacion de la acriflavina con nitrito
para proceder a la valoracion potenciométrica de ésta en medio acido mineral o

acético'®,

También se han descrito en la bibliografia otras valoraciones potenciométricas

de sales de acridina en medio no acuoso'®,

Aunque en menor medida que las técnicas potenciométricas, también se han

uitlizado las técnicas conductimétricas para la determinacion de acridinas.

Bertoglio y Fulle valoraron acridina mediante conductometria de alta

frecuencia con AlBr;, GaBr, v BBr,'™.

Se ha determinado acriflavina amperométricamente (Popovici y Schweiger),
disolviendo la acriflavina en agua y afiadiendo al medio HCI, acético y KBr. La

valoracion amperométrica se realiza con NaNO,'*,

Las técnicas polarogaficas también se han utilizado par la determinacién de
acriflavina, proflavin, etc., tanto en estado puro como en comprimidos; para ello se
aprovecha la reaccion de precipitacion con K,CrQ, en medio acético/acetato de pH
4.8; siguiendo esta metodologia se obtienen ondas polarograficas reproducibles que

resultan apropiadas para la determinacion de estas moléculas'®.

Vanickova y otros investigaron recientemente el comportamiento y la
determinacion de trazas de catequinas y derivados de acridina usando la técnica
voltamética de pulso diferencial y procedimientos fluorimétricos con biosensores

DNA'™,
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Bareck y colaboradores también emplearon la voltametria de pulso diferencial
para la determinaciéon de compuestos carcinogénicos, concretamente acridina y

derivados'®.

6.3.6. Métodos cromatograficos

En la bibligrafia encontramos gran nimero de métodos cromatograficos para
la determinacién de acridinas y sus derivados, en los que se describe el uso tanto de

cromatografia de gases como liquida, esta tlltima también en capa fina.

Deleenheer y colaboradores describieron el uso de la cromatografia de gases
para la determinacion de derivados de la 9-aminoacridina. Grimmer empled también
esta técnica para la determinacién de compuestos aromaticos policiclicos de

comportamiento carcinogénico que se encuentran en muestras ambientales'®.

También se han analizado acridinas en restos de incendio de edificios
prefabricados (Sturaro y otros) mediante la técnica GC-MS aplicada a los extractos

toluénicos de estos restos™™.

Polyakova y otros describen una metodologia para determinar compuestos con
heterodtomos en petréleo, entre otros las acridinas. Los concentrados de estos

compuestos basicos se analizan mediante GC-MS™'.

Carlsson y Ostman describen la separacion y aislamiento de acridinas y
carbazoles en matrices de disolventes por HPLC, mediante el empleo de Kieselgel 60
en columna de vidrio, separan los hidrocarburos policiclicos arométicos y los
compuestos heterociclicos de nitrogenos policiclicos aromaticos eluyendo con

diferentes mezclas disolventes, determinando las acridinas mediante HPLC>*®.
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Mao y otros, determinaron benzoquimolinas y acridinas en combustible diesel
del Brasil, el método implica extraciones en medio acido y ajustes de pH. El extracto

final en metanol es analizado por HPLC empleando diversas fases moviles™.

Strozyk y Warzecha realizaron la determinaciéon de acridinas mediante la
técnica HPLC-UV empleando diversos tipos de rellenos y fase méviles con gradiente

de elucion™.

Legaz y otros, determinaron naranja de acridina en acidos nucleicos aislados de

la Himantormia lugubris thalli por HPLC y deteccion fluorimétrica.

Durante los afios 60 y 70 se describieron varias metodos de determinacién de
acridinas y derivados empleando cromatografia en capa fina y en papel, y algunas de
estos trabajos combinaban estas técnicas con el analisis fluorescente para la deteccion

de pequeifias cantidades de estos compuestos.

En general, podemos decir que las técnicas cromatograficas han sido utiles en
la determinacién de acridinas y derivados de ellas. Mediante técnicas GC se han
descrito metodologias para la determinacion de acridinas en la atmosfera y en
productos de licuefaccion y destilacion del carbon. Empleando la técnica HPLC se han
podido determinar derivados de acridina tanto en tejidos humanos como de otros

mamiferos.

6.3.7. Métodos quimioluminiscentes

Recientemente y en el mismo laboratorio donde se ha desarrolado esta tesis,
Martinez Calatayud y colaboradores han desarrollado una metodologia FIA para la
determinacion de acriflavina y proflavin basandose en su comportamiento
quimioluminiscente al reacionar con KMnQ, en medio acido sulfurico. Este método ha

sido aplicado en la determinacién de estos compuestos en aguas residuales™.
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6.3.8. Uso de las acridinas como reactivos analiticos

Las acridinas han sido utilizadas como reactivos en Quimica Analitica, si bien
su uso como tales ha sido mucho mas amplic y relevante en bioquimica, farmacia y

medicina.

Los trabajos mas antiguos que aparecen en la bibliografia describen €l uso de
las acridinas circunscritas Unicamente a volumetrias y gravimetrias, posteriormente se
ha ido extendiendo su uso a métodos de absorcion UV-VIS, fluorimétricos y

quimioluminiscentes mas recientemente.

En el andlisis cualitativo de cationes metélicos, el uso de los derivados de
acridina ha sido util por la formacién de precipitados y compuestos coloreados que

facilitaban una rapida identificacion'®,

Las acridinas han sido utilizadas como indicadores fluorescentes en diferentes
tipos de volumetria. Incluso se ha empleado la tripaflavina como valorante,
detectandose el punto final por la fluorescencia originada por la primera gota en
exceso de la misma. También, se han empleado estos derivados como indicadores de

absorcién en valoraciones de plata con haluros o con rodamina'®®.

La acriflavina ha tenido entre otras aplicaciones la de indicador interno en las
valoraciones con nitrito, usandose también con éxito en las valoraciones de miembros

de la familia de sulfanilamidas por diazotacion con nitrito'*®.

Se han descrito numerosos métodos de determinacién colorimétrica como la

determinacién indirecta de antimonio, donde el complejo formado entre Sbl, y

acridina libera yodo con HNO, y CCl,, midiendo la absorbancia a 530 nm'®.
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Moléculas organicas como el nitrazol, nitroglicerina, cafeina y otras han sido
analizadas mediante determinacion espectrofotométrica con proflavin o flavacridina en

medio HC], previa transformacion a la forma de nitritos'.

El fésforo se ha determinado mediante colorimetria con naranja de acridina,
midiendo la absorbancia del par iénico naranja de acridina—acido fosfomolibdico en

acetona'”®,

Aly 'y colaboradores, han desarrollado recientemente un método
espectrofotométrico para la determinacion de uranio con amarillo de acridina. Las
soluciones estandard de uranio en medio stlfurico diluido con benzoato sédico y
amarillo de acridina son extraidas con dicloroetano/acetato isoamilico. La absorbancia

de la fase organica se mide a 450 nm®”.

En general se han aplicado las acridinas para la determinacion de muchos iones

inorganicos empleando métodos analiticos basados en la absorcion en el UV-VIS.

Las técnicas fluorimétricas presentan especial importancia en las aplicaciones
analiticas de las acridinas, las cuales han sido utilizadas principalmente en la
determinacién de iones metélicos. Grigoryan y colaboradores determinaron oro en
cantidades de microgramos mediante extraccion de los pares iénicos formados entre
tetracloroaurato y una acridina, como acriflavina, naranja de acridina o amarillo de
acridina'®* %,

Recientemente se ha aplicado ¢l amarilio de acridina en la determinacién de Fe
en aguas y cabello por Bao y colaboradores, los cuales han realizado un estudio de la
transferencia de energia en un proceso de amortiguacion de la fluorescencia por

mezclado de amarillo de acridina con 4-(2-piridilazo)-resorcinol?®.
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Pérez Ruiz y colaboradores han estudiado la fotooxidacion de la acridina y del
amarillo de acridina en presencia de Fe(l1l) para la determinacion de microcantidades
de Fe(Ill), F y PO,”. La decoloracién de la acridina y del amarillo de acridina en
presencia de Fe(IIl) se efectia por irradiacion a longitudes de onda inferiores a 360
nm, y en presencia de oxigeno, el Fe actia como catalizador en el proceso
fotoquimico. Esta propiedad se usa como base para determinar trazas de los aniones

citados, F" y PO,”, que inhiben la fotooxidacion catalizada por Fe de las acridinas)™"’.

Goryacheva y otros han estudiado la posibilidad de la determinacién selectiva
de algunos hidrocarburos aromaticos policiclicos mediante fosforescencia. Las
moléculas tripaflavina, amarillo de acridina y naranja de acridina se usaron como
dadores de energia y los hidrocarburos aromaticos policiclicos como receptores,

siendo necesaria la presencia de TI(1)*'".

Zhang vy colaboradores han desarrollado un método fluorimétrico para la
determinacion de acidos nucleicos. Este método esta basado en el equilibrio dimero-
mondémero del amarillo de acridina. Esta molécula en un medio micelar anidnico
forma un dimero sin propiedades fluorescentes y la adicion de DNA libera el amarillo
de acridina en su forma de mondmero, el cual si proporciona una sefial fluorescente,

que se utiliza como sefial analitica®".

M. Catala Icardo y J. Martinez Calatayud han descrito la determinacion
indirecta de ion nitrito basdndose en la quimioluminiscencia obtenida en la oxidacion
de acriflavina en medio sulfurico. La presencia de i6n nitrito afecta al proceso
quimioluminiscente inhibiéndolo. La deteccion se realiza en un lumindémetro acoplado

a un montaje FIA*",
Entre otras aplicaciones de las acridinas se puede incluir la caracterizacion de

compuestos hiimicos con acriflavina, separacion cromatografica de oligonucleotidos,

nucledtidos y 4cidos nucleicos, separacion de mezclas de purinas y pirimidinas,
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nucledsidos y nucledtidos, piridina, flavinas y aminoacidos aromaticos. Estas
moléculas también tienen su aplicacion en ¢l analisis de DNA y de proteinas, ya que

han sido utilizadas en métodos de tincion rapida.

6.4. CONECTIVIDAD MOLECULAR Y PREDICCION DE
PROPIEDADES

Esta ultima parte de la tesis pasa a integrarse en los estudios que se realizan
desde hace unos afios sobre prediccion y desarrollo de nuevos métodos
quimioluminiscentes para el analisis de productos organicos, basicamente firmacos y

pesticidas.

El estudio de prediccion de propiedades de compuestos basado en
Conectividad Molecular radica en los indices topolégicos como variables
fundamentales de las que dependen el resto de propiedades moleculares. Una vez
calculados los indices de conectividad molecular, estos se pueden correlacionar con
distintas propiedades, obteniendo asi las ecuaciones llamadas funciones de
conectividad, que nos permiten predecir los tedricos valores de las propiedades
correlacionadas para nuevos compuestos. Aunque originariamente el método fue
aplicado a la prediccion de propiedades fisicas y quimicas de las moléculas (Kier,
1976) (Randic, 1983) (Galvez, 1987), diversos autores han llegado a resultados muy
sugerentes en cuanto a la capacidad predictiva de propiedades biolégicas. Por ejemplo,
se han hallado dependencias entre los indices de conectividad y la unién a proteinas

celulares de un grupo de pesticidas (Murakami, 1985).

Por su parte Kier y May han correlacionado una amplia variedad de
propiedades bioldgicas y farmacologicas (Kier, 1976), llegando en algunos casos, a
notables concordancias entre valores teéricos y experimentales. Particularmente

interesantes son los trabajos de aplicacion al estudio de farmacos, resefiado por Kier y

Hall.
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Es precisamente la aplicacion al disefio de farmacos, uno de los campos donde
la Conectividad Molecular ha obtenido importantes aportaciones. El grupo dirigido por
el Dr. Gélvez Alvarez (Facultad de Farmacia-Universidad de Valencia) ha descrito
aplicaciones de este método de disefio molecular en el campo de analgésicos,

antibacterianos, antifiingicos, hipoglucemiantes, antiviricos y antineoplasicos.

Es de destacar el caracter altamente competitivo de la topologia molecular en el
disefio de farmacos frente a otras corrientes de busqueda y disefio asistido por
ordenador, tales como algunos métodos QSAR (Quantitative Structure Activity
Relatioship) que emplean descriptores fisico-quimicos, métodos mecanocuanticos o de
modelizacién molecular. Aunque algunos de los procedimientos mencionados poseen
una extraordinaria precision en la obtencién de datos moleculares y un gran vigor
tedrico, necesitan conocer con detalle cual es el mecanismo de accién farmacologica
del farmaco que se pretende disefiar, particularmente cuando se trata de obtener un
nuevo cabeza de serie. Cuando se trata de encontrar éste, sin conocer la estructura de

su receptor, los métodos antes descritos tienen una eficacia muy limitada.

Dentro de este campo de la conectividad molecular cabe destacar la
bibliografia existente relacionando la conectividad molecular con la actividad de la
estructura quimica de las moléculas, asi como publicaciones en el area

farmacoldgica’ 2,
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6.4.1. Quimioluminiscencia del sistema amarillo de acridina-MnQ, en

medio acido

La busqueda de analitos que den lugar a reacciones quimioluminiscentes lleva
asociados procedimientos sistematicos ensayo-error que consumen mucho tiempo, son
costosos y exigen disponer de considerable numero de sutancias a ensayar . Sin
embargo, es posible aplicar métodos de disefio molecular para la prediccion de
distintas propiedades de las sustancias. El postulado principal de cualquier método de
disefio molecular es que las propiedades macroscopicas o microscopicas de un
compuesto quimico dependen de su estructura . Los métodos convencionales al uso
emplean variables fisicas o geométricas para describir la estructura molecular. La
topologia molecular, aplicada a las moléculas, estudia sin embargo las posiciones ¢
interconexiones de los atomos dentro de ellas. El método topologico emplea los
llamados indices topoldgicos para caracterizar estructuralmente de manera Unica a un
compuesto; asi se pueden enunciar ecuaciones que relacionan tales propiedaes con la
estructura molecular caracterizada a través de sus indices. Estas ecuaciones se conocen

como funciones de conectividad.

Las relaciones de conectividad pueden utilizarse de forma inversa a la
convencional, ya que sirven para predecir la propiedad y de este modo poder sintetizar
sustancias que cumplan con ese requisito. Este ultimo, es precisamente ¢l aspecto mas
interesante de los indices topologicos, ya que al ser una traduccion algebraica de la
estructura molecular de un compuesto, pueden también emplearse en el disefio de
compuestos con propiedades preestablecidas. En este sentido, se propuso un desarrollo
matematico basado en la conectividad molecular para predecir con finalidad analitica

compuestos organicos determinables por quimioluminiscencia.
Las tareas de prediccion corren paralelas en su desarrollo al estudio

experimental, que confirma el grade de validez de las predicciones. En un estudio

anterior se realizé un “screening” sobre unos doscientos compuestos organicos. En la

236




Nuevos procedimientos en flujo continuo....

familia de las acridinas se predijeron con alto grado de probabilidad (lo que indica una
relativamente fuerte intensidad de emision) la quimioluminiscenia de varias
diaminoacridinas (amarillo de acridina, proflavin y acriflavina) que en estudios
experimentales anteriores se catalogaron como no quimioluminiscentes o con
quimioluminiscencia tan baja que no seria aprovechable. También se predijo, aunque

en menor grado de probabilidad, la quimioluminiscencia del naranja de acridina.

El presente estudio trata de aprovechar este comportamiento para desarrollar
una metodologia para el analisis del amarillo de acridina. Dada la gran sensibilidad
encontrada en los métodos basados en la quimioluminiscencia, se pretende obtener un
método rapido y que proporcione un limite de deteccion bajo. La determinacion de
amarillo de acridina tiene interes per se, no obstante también resultan interesantes las
posibles aplicaciones de esta metodologia como analisis indirecto de otras especies

quimicas.
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PARTE EXPERIMENTAL

6.5. ENSAYOS PREVIOS

6.5.1. Estudio de 1a eleccion del oxidante

El amarillo de acridina forma una especie quimioluminiscente tras sufrir una

oxidacion.

El trabajo experimental se inicid para confirmar y optimizar qué oxidante es el
mas adecuado de los utilizados en el “screening” previo. Para este estudio se empled

como analito una disolucion de 20 ppm de amarilio de acridina.

Los sistemas oxidantes estudiados, elegidos entre los oxidantes fuertes mas

habituales, fueron los siguientes :

1) KMnO,3-10* M/ H,S0, 2.50 M

2) Ce (IV)3-10°* M/ H,S0,2.500 M

3) K,Cr,0, 3-10° M / H,S0, 2.500 M

4) K,Fe(CN), 3-10° M/ NaOH 0.500 M
5) H,0,3.3% p/p

6) H,0,3.3% p/p + NaClO 0.5% p/v

Este estudio se realizd en un montaje sin utilizar valvula de inyeccidn, ni canal

portador, sino que unicamente se emplearon los canales correspondientes al reactivo y

a la muestra. En la unién de ambos canales se produciria la reaccion y el producto

239




Determinacion de diazepam, amarillo de acridina y nitritos-nitratos

quimioluminiscente originado se dirigia directamente al detector. Con este montaje

simplificado no se obtendrian picos FIA sino “escalones de sefial”.

El montaje utilizado se muestra en la figura (6.4.), siendo el caudal de 2.4

ml/min en ambos canales.

Oxadante + medio

B Detector
Amarillo de Acridina

Figura 6.4.
B : bomba peristaltica

No obstante, para sistemas de reactivos incompatibles frente al tiempo como la
mezcla oxidante n°6 (H,0, 3.3% p/p + NaClO 0.5% p/v) se empleo el montaje que se

muestra en la figura 6.5. El caudal fue de 2.4 ml/min en todos los canales.

Hy0,

NaClOy | Detector

Amarillo de Acridina

Figura 6.3,

B : bomba peristaltica
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Con este montaje alternativo se consiguié que al reaccionar el H,O, con el

NaClO se generara oxigeno espontaneamente y se podia estudiar el efecto del mismo.

Tras realizar el estudio, pudimos constatar que de todos los sistemas
experimentados, Unicamente la mezcla reactiva KMnO, 3-10* M / H,S0, 2.500 M

producia sefial quimioluminiscente.

Considerando la experiencia adquirida anteriormente y los resultados
obtenidos, el oxidante seleccionado es por tanto el KMnO,, el cual reacciona
adecuadamente con ¢l amarilo de acridina en medio 4cido, el 4cido sulfurico en el caso
estudiado. El siguiente paso fue la eleccion del medio mas adecuado para el KMnO, en

la mezcla reactiva.

6.5.2. Estudio de la eleccion del medio

Esta fase se realiza en el montaje FIA que se representa en la figura 6.6., en el
que se inserta la disolucién de amarillo de acridina. Se selecciona esta configuracion,
pues existia la experiencia en el laboratorio con sistemas similares, de ser la opcion

mas favorable.

Los medios estudiados fueron:
1) KMnO,3-10* M/ HNO, 2.500 M
2) KMnOQ,3-10* M/ HCIO, 2.500 M

3) KMn0O,3-10* M/ H,50, 2.500 M
4) KMnO,3-10* M/ NaOH 1.000 M
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La muestra consistié en una disoluciéon de | ppm de amarillo de acridina. El
caudal empleado fue de 5.3 ml/min en todos los canales. El volumen de muestra

ensayado erade 1610 pl.

M

—

B Detector
R

Figura: 6.6.
B : bomba peristaltica, V : valvula de inyeccion,

M : canal de la muestra, P : canal del portador {agua), R : canal del reactivo.

El canal de la muestra (M) era una disolucién acuosa de 1 ppm de amarillo de
acridina, por el canal del portador (P) circulaba agua y en el canal del reactivo (R) se

encontraban las diversas mezclas reactivas de KMnO, y 4cido a estudiar.

Los datos correspondientes a las sefiales analiticas se muestran en la siguiente

tabla.
medio reactivo Sefial (kHz)
KMn0,3-10* M / HNO, 2.500 M 2.0
KMnO,3-10* M / HCIO, 2.500 M 1.9
KMnO,3:10° M/ H,S0, 2.500 M 2.7
KMnQ,3:10* M /NaOH 1.000 M -

Tabla 6.1.: Estudio del medio. 1°Experiencia
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Podermos apreciar que es necesario la existencia de un medio acido para que la
reaccion quimioluminiscente tenga lugar, puesto que la mezcla reactiva de KMnO, con
NaOH no proporciona sefial analitica. Los sefiales obtenidas tanto en medio nitrico
como perclorico son similares e inferiores a las proporcionadas por el sulfurico, el cual
parece ser la mejor opcidn en las concentraciones estudiadas. No obstante y antes de
descartar los otros 4cidos se decidid repetir esta experiencia pero trabajando a diversas
concentraciones de los diferentes 4cidos a estudiar. Para ello se fijé la concentracion
de KMnO, en 3:10* M y el intervalo de concentraciones estudiado para los 4cidos asi

como los resultados se recogen en la tabla 6.2.

[H,SO, M Seifial [HNO,] M Seiial [HCIO, M Seiial

(kHz) (kHz) (kHz)
3.000 1.2 5.000 1.0 2.500 1.4
2.500 1.5 2.500 1.6 0.500 3.0
0.500 1.9 0.500 3.2 0.100 3.3
0.100 2.8 0.010 33 0.070 3.9
0.050 1.4 0.040 38
0.010 1.9

Tabla 6.2.: Estudio del medio. 2* experiencia.

Los mejores resultados para el acido sulfurico se obtienen en el intervalo de
concentraciones comprendido entre 0.100 - 0.500 M. En el caso del nitrico, las
concentraciones que proporcionan mejor sefial se encuentran en el intervalo 0.010 -
0.500 M vy finalmente, para el perclorico el intervalo mas adecuado seria el

comprendido entre 0.040 - 0.070 M.

Tras lo visto, se decide estudiar estos intervalos de concentraciones
seleccionadas con mas detalle, para proceder a la eleccion del acido y 1a concentracion

mas adecuada de manera conjunta.

243




Determinacion de diazepam, amarillo de acridina y nitritos-nitratos

Las concentraciones de cada acido estudiadas y los resultados obtenidos se

muestran en la tabla 6.3.

[H,S0,] M Seiial [HNO,| M Sefial [HCIO,] M Seifial
(kHz) (kHz) (kHz)
0.500 2.5 0.300 2.0 0.070 2.2
0.300 2.1 0.100 2.8 0.050 2.2
0.100 32 0.010 1.2 0.030 1.8

Tabla 6.3. : Estudio del medio. 3* experiencia.

No se han probado concentraciones de acido perclorico superiores a (.070 M,
va que en la experiencia anterior, se vié que estas proporcionaban menor sefial
analitica. En el caso del 4cido nitrico, no se han estudiado concentraciones de acido

superiores a 0.300 M, puesto que se producia una disminucién en la sefial.

La mejor respuesta analitica la hemos obtenido empleando 4acido sulfurico a la
concentracién de 0.100 M. Por tanto, se seleccionan estas condiciones para posteriores

experiencias.

Conviene seflalar que la respuesta proporcionada por el lumindmetro,
sobretodo en las experiencias previas, varfa para diferentes jornadas de trabajo, esa es
la razon de las diferentes valores obtenidos para las mismas concentraciones de acido

en las tablas 6.2. y 6.3.
6.5.3. Optimizacion de la concentracién de oxidante
Hasta ahora la concentracion empleada de  KMnO, ha sido 3-10* M. En el

presente estudio se trata de seleccionar la concentracion de KMnO, que proporcione

mayor sefial analitica, una vez que ya se ha fijado el medio acido mas adecuado.
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Se empled el montaje FIA que se muestra en la figura 6.3. Siendo el portador
una disolucién de H,SO, 0.100 M y el reactivo empleado son disoluciones acuosas de

KMnO, de diferentes concentraciones en medio H,SO, 0.100 M.

Las condiciones FIA fueron las mismas empleadas en anteriores experiencias y
las concentraciones de oxidante estudiadas fueron : 5-10° M, 1-10* M, 3-10* M, 1-10°

M, estas junto con los resultados obtenidos se aprecian en la tabla 6.4.

[KMnO,] M Sefial
(kHz)
5107 6.0
1-10* 5.6
3-10" 2.7
1-10° 1.0

Tabla 6.4. : Optimizacion de la concentracion de oxidante,

Estos datos se representan graficamente en la figura 6.7. :

0 + i
0E+00 1E04 2,E04 3E04 4E04 5E04 6E04 7ED4 BEOS 9E04 1,E03

Concentracion de permanganato

Figura 6.7. : Optimizacidn de la concentracion de oxidante.
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Se puede apreciar parece estabilizarse la respuesta en concentraciones por
debajo de 1:10™* M. Se decide tomar como valor dptimo 7-10"° M para la concentracion

de MnQ),, ya que esta concentracion se encontraria en la zona de maxima sefial.

6.5.4. Estudio de la composicion de canales

Tras la seleccion efectuada del medio acido y el oxidante adecuados, asi como
la optimizacién de las concentraciones de los mismos a emplear; se procede ahora a
realizar un estudio del orden de adicién de los reactivos en el montaje FIA final. La
ubicacién de los diversos componentes quimicos en los canales del montaje FIA podra
afectar a la sefial del lumindémetro, ya que la mezcla de reactivos en un momento u
otro del proceso modifica sensiblemente el comportamiento quimico-cinético de la

reaccion.

En la figura 6.8. se representa ¢l montaje FIA a configurar.

Vilvula de
inyeccion

Bomba
peristaltica

Figura 6.8. : Montaje FIA para el estudio de la composicion de los canales.

El canal A es el canal de la muestra, el canal B es el correspondiente al

portador y el canal C al oxidante.
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Las diferentes combinaciones estudiadas para las disoluciones se detalla a

continuacion :

Combinacion (1) :

canal A : 1 ppm de amarillo de acridina / H,SO, 0.100 M
canal B : H,SO, 0.100 M

canal C : MnQ, 7-10° M / H,S0, 0.100 M

Combinacion (2) :

canal A : 1 ppm de amarillo de acridina en agua
canal B : H,SO, 0.100 M

canal C : MnO, 7-10° M / H,S0, 0.100 M

Combinacion (3) :

canal A : | ppm de amarillo de acridina en agua
canal B : Agua

canal C : MnO, 7-10° M / H,S0, 0.100 M

Los resultados obtenidos para cada combinacién se muestran en ia tabla 6.5.
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Seiial analitica (kHz) | Valor medio (kHz)

11.2
11.2
Combinacion (1) 10.8 11.1
11.1
11.1

16.8
Combinacion (2) 17.3 17.6
18.5
17.8

7.4
79
Combinacion (3) 8.3 8.1
8.2
8.7

Tabla 6.5. : Estudio composicién de canales.

La combinacién 2, en la que se produce la adicion sucesiva de écido y
oxidante, es claramente la que mejor resultados proporciona. En todas las experiencias
que se realizen a partir de ahora se mantendra esta disposicién en el orden de adicion

de los reactivos.
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6.6. PROCESO DE OPTIMIZACION

Seleccionadas las concentraciones de MnO, y acido se pasd a la optimizacién
de los parametros FIA. A continuacion se estudié la posible adicion de

compuestos que exaltaran la sefial quimioluminiscente.,

6.6.1. Optimizacion del caudal

Empleando las concentraciones de acido y oxidante establecidas anteriormente,
asi como la combinacion que demostré ser la mas adecuada, se procede ahora, a la
optimizacion de los caudales de portador y oxidante. La muestra fue una disolucidn

acuosa de 1 ppm de amarillo de acridina.

El intervalo de caudales estudiado fue 3.9 - 7.9 ml/min, se modificaba a la vez
los caudales de portador y oxidante. No se consideré necesario variar la relacion de
caudales portador/oxidante, puesto que esto haria variar las condiciones quimicas ya

optimizadas.

Los datos obtenidos en esta experiencia se pueden apreciar en la tabla 6.6.

Caudal (ml/min). Seiial (kHz)
3.9 1.5
5.6 14.1
6.5 21.3
7.2 17.0
7.9 17.5

Tabla 6.6 : Optimizacién del caudal.
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La representacion grafica de estos datos se muestra en la figura 6.9.

25,0

20,0 ¢

15,0

kHz

100 4+

50 &

' 0.0 . ;

caudal {(ml/min)

Figura 6.9. : Influencia del caudal.

Se aprecia claramente que la sefial analitica aumenta con el caudal desde 3.9 a
6.5 mi/min. que se corresponde con la maxima sefial obtenida. Aumentando el caudal
(valores 7.2 y 7.9 ml/min.) la sefial decrece. Por tanto se selecciona como valor 6ptimo

para el caudal el valor de 6.5 ml/min.

El caudal es un parametro critico en quimioluminiscencia, puesto que es el factor
que “‘obliga” a que el grueso de la reacion se realice en la celda de flujo. Caudales
bajos dejan que la reaccion ocurra antes de entrar en la celda y caudales demasiado

altos tienen el efecto contrario, la reaccion ocurre a la salida de la celda.
6.6.2. Optimizacion del volumen de muestra
Una vez seleccionado el caudal mas adecuado, se procedio a la optimizacion
del volumen de muestra. Para ello se efectuaron inyecciones de 1 ppm de amarillo de

acridina, manteniendo todas las condiciones FIA y quimicas establecidas en

experiencias anteriores, y variando Unicamente el volumen de muestra.
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El intervalo estudiado fue de 126 a 1755 ul. Los datos que se obtuvieron tras

efectuar la experiencia quedan reflejados en la tabla 6.7.

Volumen de muestra (ul) Seital (kHz)
126 6.4
236 11.0
393 11.6
518 12.7
628 14.9
785 15.4
1021 17.8
1147 17.7
1755 18.0

Tabla 6.7. : Influencia del volumen de muestra.

La representacion grafica de estos datos se encuentra en la figura 6.10.

—
20,0
A“*: —4 i
15,0 1
Y 1004
=
50 ¢
0,0 : ; i
0 500 1000 1500 2000
Volumen de muestra (uf)

Figura 6.10. : Influencia del volumen de muestra.

Se aprecia claramente que a partir de 1021 pl la sefial se estabiliza, es decir
mayor volumen de muestra no produce un incremento apreciable de la sefial. Conviene

mencionar también que a valores superiores a 1021 pl los picos se hacen dobles, efecto
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que aparece cuando la mezcla analito-reactivo no se llega a homogeneizar totalmente y
el centro del “bolo” de muestra es distinto a los extremos. Suele ser claramente
mmputable a volumenes grandes de muestra. En este momento el medio 4cido del
portador puede ser la variable responsable de que el centro y los extremos del “bolo”

sean distintos.
6.6.3. Influencia de los agentes tensioactivos

Los medios organizados (agentes tensioactivos) pueden aumentar la intensidad

de la emisién quimioluminiscente”**'?

al proteger a la especie emisora de luz de
mecanismos de relajacion no radiantes. Por esta razon se ensayaron distintos tipos de
tensioactivos, basandose en datos bibliograficos y en trabajos anteriores. Estos
tensioactivos fueron: dodecil sulfato sddico (SDS) (anidnico), cloruro de

hexadecilpiridinio (HD) (catiénico) y Triton X-100° (no i6nico).

En esta primera experiencia el tensioactivo se afiadia a la disolucion de
amarillo de acridina. Se empled una disolucion de 1 ppm de analito como referencia y
se prepararon a su vez los tensioactivos en agua de forma que las concentraciones en la
muestra fueran superiores a su c.m.c. {concentracion micelar critica), para poder

determinar su influencia en la sefial analitica.
Las concentraciones de tensioactivos fueron :
Dodeci! sulfato sodico 8.1-10° M.
Hexadecil piridinio 9-10* M.

Triton X-100 3.1-10° M.

Se aprecio claramente que el uso de estas moléculas a estas concentraciones

inhibia la sefial quimioluminiscente. Es el Triton X-100 el que menor influencia
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negativa tenia sobre la sefial analitica, siendo el dodecil sulfato sodico el que mas

influyo en la inhibicion de respuesta.

Los datos analiticos obtenidos aparecen en la tabla 6.8.

Seiial (kHz)

amarillo de acridina 1 ppm 13.6

amarillo de acridina 1 ppm + 0.85
Dodecil sulfato sédico 8.1:10° M
amarillo de acridina 1 ppm + 3.2
Hexadecil piridinio 9-10* M
amarillo de acridina 1 ppm + 10.1
Tritéon X-100 3.1-10° M

Tabla 6.8. Influencia de los agentes tensiocactivos.

Los estudios realizados con estos tensioactivos a concentraciones menores de
las expuestas en la tabla 6.8., tampoco proporcionaron resultados positivos, ya que en

ningin momento se produjo una exaltacion de sefial analitica.

6.6.4. Influencia de la presencia de sustancias sensibilizadoras

1921 se han utilizado compuestos

En ciertas reacciones quimioluminiscentes
fluoréforos como reactivos para la transferencia de energia de la especie excitada en la
reaccion; de este modo la radiacion emitida procede del fluoréforo o sensibilizador.
Por ello, se realizé un estudio para ver la influencia de la presencia de sensibilizadores

en el sistema analitico.
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Los sensibilizadores ensayados fueron: rodamina B, riboflavina, acido formico

y sulfato de quinina.

La experiencia realizada es similar a la efectuada con los tensicactivos, estas
moléculas se encontraban en la disolucién de muestra conjuntamente con el amarillo
de acridina. Las disoluciones estudiadas y sus resultados se muestran en la tabla 6.9.,

6.10,6.11. y6.12.

Seiial (kHz)
amarillo de acridina 1 ppm 14.5
Rodamina B 0.025 M 10.4
amarillo de acridina 1 ppm + 13.3
Rodamina B 0.025 M

Tabla 6.9. Influencia de la rodamina B

Seiial (kHz)
Amarillo de acridina 1 ppm 16.7
Riboflavina 2.5-10° M -
Riboflavina 1.25:10* M -
Amarillo de acridina 1 ppm + 17.9
Riboflavina 2.5-10° M
Amarillo de acridina | ppm + 18.0
Riboflavina 1.25-10* M

Tabla 6.10.: Influencia de la riboflavina.
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Sefial (kHz)
Amarillo de acridina 1 ppm 7.41
HCOOH 1-10° M 6.2
HCOOH 5-10* M 5.4
HCOOH 1-10° M 6.1

Amarillo de acridina I ppm + -
HCOOH 110 M

Amarillo de acridina 1 ppm + -
HCOOH 5:10* M

Amarillo de acridina 1 ppm + -

HCOOH 1-10° M

Tabla 6.11.: Influencia del cido formico.

Seiial (kHz)
Amarillo de acridina 1 ppm 13.7
Sulfato de Quinina 1:10° M 4.1
Amarillo de acridina t ppm + 22.5
Sulfato de Quinina 1-10° M
Amarillo de acridina | ppm + 16.8
Sulfato de Quinina 1-10° M

Tabla 6.12.: Influencia del sulfato de quinina.
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La rodamina B por si sola proporciond una sefial considerable. Con la
inyeccion de la disolucion de amarillo de acridina y rodamina se obtuvo una sefial
analitica inferior a la suma de las sefiales de la rodamina B y del amanllo de acridina a
las mismas concentraciones. Por otra parte, si eliminamos el oxidante del medio
reactivo, la rodamina B no proporciona sefial alguna. Cabria pensar que se produce un
consumo del oxidante por reacion con la rodamina, de tal manera que la sefial analitica

es inferior a lo previsto.

Las inyecciones de riboflavina no proporcionaron sefial analitica. Las
inyecciones de las disoluciones conjuntas de riboflavina y amarillo de acridina

proporcionaron una sefial practicamente igual a la del amarillo de acridina por si solo.

Se desestima el uso de la rodamina B, riboflavina y acido formico como
sensibilizadores, ya que no producen el incremento de respuesta analitica deseado, o

bien inhiben la senal.

Parece que el sulfato de quinina exalta ligeramente la sefial
quimioluminiscente. Se decide por tanto, seguir estudiando el comportamiento del
sulfato de quinina, pero variando las concentraciones de oxidante. Se pretende que el

efecto del sensibilizador se vea incrementado.
Las concentraciones de oxidante estudiadas y su efecto en la sefial analitica se

refleja en tabla 6.13. La concentracién de amarillo de acridina fue de 1 ppm y la de

sulfato de quinina de 2.5-10° M
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Conc. MnQ, (M) Seiial (kHz) Seiial (kHz) A%
Amarillo de acridina Amarillo de acridina +
Sulfato de quinina
7-10° 25.5 249 2.4
1-10* 24.3 23.4 . -39
2.8-10* 12.6 13.7 | 8.2
5.6-10* 8.2 8.3 1.3

Tabla 6.13.: Efecto del sulfato de quinina a diversas concentraciones de oxidante.

Se desestima el uso del sulfato de quinina como fotosensibilizador, ya que no

produce el incremento de respuesta analitica deseado.
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6.7. SISTEMA FIA OPTIMIZADO

La configuracion definitiva del sistema FIA para la determinacién de amarillo

de acridina por quimioluminiscencia, es la que se muestra en la figura 6.11.

1
y) I

R v D
3

Figura 6.11.: Configuracion definitiva del sistema FIA.

e |: Muestra: amarillo de acridina en disolucién acuosa.
2: Portador: H,SO, 0.100 M.
3: Oxidante: KMnO, 7-10° M / H,SO, 0.100 M.

B: Bomba peristéltica

I: Valvula de inyeccion.

e V:Volumen de muestra: 1021 pl.

D: Detector (luminémetro)

Caudales del portador y oxidante: 6.5 ml/min.
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6.8. MECANISMO DE LA REACCION

Basandonos en la similar estructura quimica de todas las diaminoacridinas,
podemos pensar que el mecanismo de la reaccion quimioluminiscente del amarillo
de acridina con el permanganato debe ser similar al propuesto en este laboratorio

por Rubio y colaboradores para la acriflavina®®.

La acriflavina fue seleccionada para el desarrollo de un estudio tedrico del
mecanismo de la emisién quimioluminiscente. El estudio se basd en la técnica CNDO

221

(complet neglet of differential overlap) desarrollada por Pople y Segal™

Se aplicd inicialmente al calculo de los 4ngulos de enlace, constantes de fuerza
de enlace, barreras rotacionales y la esteroquimica de pequefias moléculas. Este
método se puede aplicar al calculo de espectros electronicos. De hecho, el método
CNDO ha sido disefiado para la correlacion y prediccion de las longitudes de onda e
intensidades de la principales bandas de absorcion en el UV-VIS y por lo tanto, puede
ser una util herramienta para la interpretacion de compuestos que presenten tanto

enlaces 7, como electrones no enlazados.

La quimioluminiscencia, implica usualmente a compuestos con una estructura
eléctronica como la descrita. El método CNDO se puede usar para predecir las
transiciones electronicas mas probables, la estabilidad relativa de los intermedios vy

espectros de emision, informacion esencial para la quimioluminiscencia.

Como resultado de la aplicacion de este método, se propusd el mecanismo dibujado
en la figura 6.12.b) En ella se muestra una explicacion de la emision
quimioluminiscente en medio acido usando permanganato potasico como oxidante. El
mecanismo implica la protonacion de la acridina y su oxidacién por transferencia de
dos electrones. La formacion de la acridona como intermedio se propone como

estructura responsable de la emision de la radiacion electromagnética.
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(b)

Figura 6.12

. ) equilibrio &cido de la acriflavina.
b) Mecanismo propuesto para la reaccién quimioluminiscente entre amino acridinas y

permanganato potasico en medio acido.
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6.9. APLICACIONES ANALITICAS

6.9.1. Repetitividad y velocidad de insercion

La repetitividad se determiné a partir de 15 inserciones de amarillo de acridina
a dos concentraciones distintas. Para 1 ppm de amarillo de acridina la sefial media
obtenida fue (19.9 £ 0.5) kHz, con una desviacion estandar relativa del 2.5%. Para una
concentracion de 20 ppm del analito la sefial promedio fue (263 + 4) kHz, desviacion

estandar relativa del 1.5%.

400 kHz

LU

60 87h s

Figura 6.13. Fiagrama del estudio de la repetitividad (amarillo de acridina, 20 ppm)

La velocidad de insercion, determinada a partir de las series anteriores fue de

60 h'.

261



Determinacion de diazepam, amarillo de acridina y nitritos-nitratos

6.9.2. Limite de deteccion y reproducibilidad

El limite de deteccion, tomado como la minima concentracién que dio una
sefial igual o superior a la media del blanco mas tres veces la desviacidén estandar

absoluta del mismo, fue de 5 ppb.

Para determinar la reproducibilidad del método propuesto, se obtuvieron 5
curvas de calibrado en sesiones de trabajo diferentes, empleando cada vez
disoluciones nuevas recientemente preparadas. Se utilizdé el tramo en el que la
relacion entre la intensidad quimioluminiscente y la concentracion es lineal. Este

tramo lineal comprende concentraciones hasta 2 ppm de amarillo de acridina.

En la tabla 6.14. se muestran las rectas obtenidas por ajuste de minimos

cuadrados.

La desviacion estandar relativa de la pendiente fue del 1.6%.

Sesion | Recta (0-2 ppm amarillo de acridina) r’
1 I=11.466 [ppm] +0.191 0.997
2 I=11.779 [ppm] +0.769 0.998
3 [=11.327 [ppm] +0.649 0.996
4 I=11.633 [ppm]—-1.328 0.997
5 I=11.3%4 [ppm] + 1.274 0.998
media I=({1.52%0.18)[ppm] + (0.3 £ 1.0) 0.997

Tabla 6.14. : Calibrados lineales, estudio reproducibilidad.

Para concentraciones mayores se perdid la linealidad y se pudo relacionar la

sefial obtenida con la concentracion mediante una ecuacion de segundo grado. En
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la tabla 6.15. se muestran las curvas obtenidas para concentraciones de amarillo de

acridina hasta 100 ppm.

Sesion Curva (0-100 ppm amarillo de acridina) r
1 [ =0.0646 [ppm]* + 4.3326 [ppm] + 8.4275 0.9993
2 I=0.0630 [ppm]’ + 4.8441 [ppm] + 8.8256 0.9993
3 I =0.0667 [ppm]* + 4.5372 [ppm] + 9.9313 0.9994
4 1 =0.0626 [ppm}’ + 4.7384 [ppm] + 13.527 0.9990
5 [=0.0625 [ppm]’ + 4.5696 [ppm] + 10.795 0.9990
media | 1=(0.0639+0.0018)[ppm]}’+4.60+0.20[ppm]+10.3+2.0 | 0.9992

Tabla 6.15. :Calibrados no lineales, estudio reproducibilidad.

La desviacidn estandar relativa del pardmetro de segundo grado fue de

2.8% y la correspondiente al parametro de primer grado fue de 4.3%.
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Figura 6.14. Fiagrama del estudio del intervalo de aplicacion (0-100 pm amarillo de acridina)
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6.9.3. Estudio de la influencia de interferentes

Se estudio la influencia de aniones y cationes que se encuentran
frecuentemente en las muestras de aguas residuales a las que se quiere aplicar el
método propuesto. Para ello se prepararon disoluciones que contenian 1 ppm de
amarillo de acridina junto con la cantidad del ion en estudio. La sefial de esta
disolucion se compard con la proporcionada por una disolucidon que unicamente
contenia amarillo de acridina en la misma concentracion (1 ppm). Cuando el error
relativo obtenido al comparar ambas disoluciones fue superior al 5% se disminuyo la
concentracion de la especie interferente en estudio, hasta alcanzar una concentracion

para la que el error fuera inferior al citado 5%.
En la tabla 6.16. se muestran los resultados obtenidos. Para el estudio de

aniones se emplearon sales de sodio, y en el caso de los cationes sales de sulfato o

nitrato.
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Interferente Concentracion (ppm) Error (%)
SO 1044* +0.8
NOy 317* -4.0

cr 154* -4.2
CH,COO 300* +4.5
HCO3% 50 -2.0
H,PO, 450* -2.4
NO, 0.08 -4.5
Na’ 500* +0.8
K* 200% -4.0
NH," 75 -1.5
Zn** 20 -5.0
Cu” 5 -1.8
Ca™ 500* -4.1
Co™ 200%* +3.4
AP 0.5 +1.7
Ba®' 100* -4.0
Ni*! 10 -2.0
Mn”™* 1 -0.2
Mg* 200%* -4.4
Cd* 20 -1.2
Pb** 2 -0.9
Hg™ 0.4 -2.1
Ag’ 50 +0.3
cr 0.5 +0.4
Fe'' 0.1 -2.9

Tabla 6.16. : Interferentes inorgénicos,

* Concentracion maxima ensayada.
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También se estudid la posible interferencia de otros miembros de la misma
familia del amarillo de acridina. El procedimiento seguido fue el mismo que para el

estudio de iones. Los resultados se muestran en la siguiente tabla.

Concentracion Relacion molar Error (%)
(ppm) interferente/AA
Naranja de acridina 3 9:2 +4.9
Acriflavina 0.08 1:12 +1.0
Proflavin 0.06 1:13 +4.2
9-aminoacridina 10* 14:1 +0.5

AA : amarillo de acridina
* Concentracion maxima ensayada

Tabla 6.17. : Interferentes de la familia quimica de las acridinas

Como cabia esperar, al ensayar este tipo de compuestos el grado de
interferencia se intensifica; especialmente en el caso de la acriflavina y el

proflavin.

6.9.4. Muestras reales

El método propuesto se aplicod a la determinacion de amarillo de acridina en
muestras de aguas de acequia, pozo y rio. Las muestras se doparon con 5 cantidades
variables de amarillo de acridina comprendidas entre 0.1 y 1 ppm. Ademas de
determinar las recuperaciones obtenidas se estudio la presencia de errores
proporcionales sistematicos y constantes del método propuesto. La regresién lineal
entre la concentracion propuesta por el método FIA y la adicionada (C,,0do propucsto VETSUS

c ) dio una pendiente estadisticamente igual a 1 y una ordenada igual a O para 3

adicionado.

grados de libertad y un intervalo de confianza del 95%, lo que indica que no hay

evidencia de errores proporcionales sistematicos ni constantes.
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Las recuperaciones medias obtenidas fueron las siguientes.

Agua de pozo {Moncada, Valencia) : 102 + 7%
Agua acequia (Moncada, Valencia): 97.2 £ 1%
Agua acequia (El Puig, Valencia): 121+ 8%

Agua rio Vaca (Navarrés, Valencia): 80 + 4%

Los resultados indican que el método propuesto es adecuado para la

determinacion del amarillo de acridina.

6.10. CONCLUSIONES

Se estudid la emisidon quimioluminiscente del amarillo de acridina al oxidarse
en medio acido. El oxidante mas adecuado para este proceso fue el permanganato
potasico y el 4cido que mejores resultados proporciond fue el sulfurico. La deteccion

se realizaba con un lumindmetro.

La muestra se inserta en el portador (acido sulfurico diluido) y confluye

postericrmente con el canal oxidante (permanganato en medio sulfurico).

Una vez disefiado el montaje FIA, se procedio a la optimizacion de variables

quimicas y FIA, para ello se empled el método univariante.
Los valores obtenidos tras este proceso fueron:

e Portador: H,SO, 0.100 M.

e Oxidante: KMnO, 7:10° M / H,SO, 0.100 M.

e Volumen de muestra: 1021 pl.

¢ (Caudal del portador y oxidante: 6.5 ml/min.
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El procedimiento desarrollado se aplico a la determinaciéon de amarillo de
acridina en muestras de aguas superficiales y subterraneas. Previamente, se
estudio el intervalo de aplicacion, repetitividad, velocidad de inyeccién, etc.
Ademas se realizaron experiencias para determinar la interferencia que podian
provocar los componentes que usualmente acompaiiarian al analito en el tipo

de muestras a analizar.,

Los resultados de la aplicacion analitica del método se resumen en la tabla

6.18.
Intervalo de aplicacion lineal: 0-2 ppm
Recta de calibrado: [=11.52-C+03
Intervalo de aplicacion alto: 0-100 ppm
Curva de calibrado: [=0.0639-C*+4.6-C+10.3
Limite de deteccién: 5 ppb
Repetitividad: RSD = 2.5% (1 ppm amarillo de acridina)

RSD = 1.5% (20 ppm amarillo de acridina)

Interferentes: Ver tablas 6.16.y 6.17.

Tabla 6.18.;: Resumen aplicaciones analiticas.

El método propuesto se aplicé a la determinacion de amarillo de acridina en

muestras de aguas de acequia, pozo y rio.
Las recuperaciones medias obtenidas fueron las siguientes.

Agua de pozo (Moncada, Valencia) : 102 + 7%
Agua acequia (Moncada, Valencia): 97.2 + 1.1%
Agua acequia (E1 Puig, Valencia): 121+ 8%
Agua rio Vaca (Navarrés, Valencia): 80 = 4%

269

o




Determinacion de diazepam, amarillo de acridina y nitritos-nitratos

270




Nuevos procedimientos en flujo continuo....

Capitulo séptimo

7. CONCLUSIONES FINALES
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Se han desarrollado tres nuevos métodos FIA para la determinacion de
muestras de interés farmaceutico y medioambiental. Los analitos estudiados fueron

diazepam, los aniones nitritos y nitratos, y el amarillo de acridina.

En el caso del diazepam, se utilizé un fotorreactor con posterior determinacion
fluorimétrica. La  fotodegradacion  del  farmaco ocurria en  medio

hidroalcohdlico/NaOH y en presencia de Cu(1I) como catalizador.

Los nitritos eran determinados espectrofotométricamente por su reaccion con el
proflavin en medio HCI, y se utilizd una camara de mezclado para favorecer la
reaccion. El estudio se amplio a la determinacion de nitratos, previa reduccion de los

mismos a nitritos mediante el empleo de una columna de Cd-cuperizado.
El amarillo de acridina se determind por quimioluminiscencia directa, la cual
se¢ obtenia utilizando el oxidante fuerte permanganato potasico en medio &cido

sulfurico.

Las caracteristicas analiticas correspondientes a las determinaciones de

diazepam, nitritos y nitratos, y amarillo de acridina se muestran en la tabla 7.1.

273




Determinacion de diazepam, amarillo de acridina y nitritos-nitratos

Diazepam nitritos nitratos amarillo de acridina
Intervalo de 0.5-40 0.06 -4 0.1-25() 0-100
aplicacion (ppm) 0.075 - 10 (b)
Limite de 0.13 ppm 0.06 ppm 0.075 ppm 5 ppb
deteceidén
Velocidad de 10 h! 37h' (0.6 ppm) | 68 b (5 ppm) (a) 60 h''(1ppm)
inyeccion (7 ppm) 26 ' (2 ppm) 24 ' (5 ppm) (b)
Repetitividad 2.1% 0.5% (0.6 ppm) | 0.49% (5 ppm) (a) 2.5% (1 ppm)
(YoRSD) 0.1% (2 ppm) 0.63% (5 ppm) (b) 1.5% (20 ppm)

(a) caudal alto : 3.0 ml/min.

(b) caudal bajo : 0.3 ml/min.

Tabal 7.1. : Caracteristicas analiticas.

Los tres nuevos métodos analiticos se aplicaron satisfactoriamente al analisis

por inyeccion en flujo de distintas muestras reales. El diazepam se determin6 en

muestras de interés farmacéutico : preparaciones galénicas. Los nitritos y nitratos se

determinaron en muestras de interés ambiental : aguas residuales y de mar, asi como €l

amarillo de acridina que fue determinado en muestras de aguas residuales dopadas.
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Fe de erratas

Apartado 1.3.4., pig 41 ; sustituir el primer parrafo por :

Un montaje bicanal en el que uno de los canales dispone de un lecho reactivo
permite la especiacion o determinacion sucesiva de varias sustancias (fig. 1.8.,
ubicacion 4). Se ha propuesto un sistema de flujo para la resolucién de mezcla de
L-cisteina y L-cistina. El procedimiento esta basado en la vdpida oxidacion de
L-cisteina por Ta(Ill) y determinacion fluorimétrica del Ta(l) formado. La inclusién de
una vdlvula selector y de una columna Cu-Cd permite el by-pass de la columna

reductora (determinacion de cistina) o alternativamente la reduccion de la mezcla

(determinacion conjunta de cisteina y cistina)®.

Apartado 4.3.1. pag 97 ; sustituir 500 mg/m! por 500 mg/!.
Apartado 4.3.2. pag 98 ; sustituir ldmpara UV por lampara.
Apartado 4.3.3.1. pag 100 ; sustituir figura 4.4. por figura 4.5..

Apartado 4.5.1. pag 110 ; sustituir Tiempo de irradiacion : 10 minutos por Tiempo de
irradiacion : 5 minutos.

Apartado 4.7. pag 125 ; sustituir Longitud del bucle de muestra : 3 m por Longitud del
bucle de muestra : 2.5 m.

Apartado 4.7. pag 125 ; sustituir Caudal portador : 3 ml/min por Caudal portador :
6.3 ml/min.

Apartado 4.10. pag 135 ; sustituir Longitud del bucle de muestra : 3 m por Longitud
del bucle de muestra : 2.5 m.

Apartado 4.10. pag 136 ; sustituir Caudal portador : 3 mi/min por Caudal portador :
6.3 ml/min,

Apartado 5.5. pag 166 ; sustituir Figura 5.18. por Figura 5.8..

Apartado 5.5.1. pag 173 ; sustituir tabla 5.9. por tabla 5.10..

Apartado 5.6.2. pag 176 ; sustituir Caudal reactivo (proflavin/HCL) : 2.7 ml/min por
Caudal reactivo (proflavin/HCI) : 1.8 ml/min. e incluir Caudal muestra : 2.7 mil/min.

Apartado 5.9.1.1. (figura 5.23.) pag 195 ; sustituir NO, por NO;.

Apartado 5.9.1.7. (figura 5.24.) pag 201 ; sustituir NO,” por NO;.
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Apartado 5.9.2. pag 204 ; sustituir 246 p/ por 457 pl.

Apartado 5.11. pag 212 ; sustituir RSD por %RSD.
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