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Obyeto de la Memoria

OBJETO DE LA MEMORIA

Uno de los retos de la Quimica Analitica actual es el desarrollo de sensores
quimicos que sean rapidos, fiables y sencillos, que permitan monitotizar la concentracién
de una especie o de un grupo de compuestos de forma selectiva, continua y a tiempo real.
Entre otro, los sensores fluorescentes propotcionan, ademads, metodologias analiticas que
pueden ser utilizados en campos tan variados y complejos como son el analisis clinico, el
control ambiental y/o de los procesos industriales, para asi poder evaluar una determinada
especie en fluidos biolégicos, el impacto ambiental o la calidad de los productos,

tespectivamente, propotcionando un herramienta muy til para el analisis de rutina.

El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral es el desarrollo de sensores
fluotescentes en flujo (optosensores) y demostrar su aplicabilidad en laboratotios de rutina

de analisis clinicos, control ambiental y/o industrial.

Para la consecucién del objetivo principal se perseguirin dos objetivos secundatrios:
el desarrollo de optosensores fluorescentes para la determinacién selectiva de una
determinada especie (monoparamétricos) y el desatrollo de optosensores fluorescentes para
la determinacién conjunta de analitos de una misma familia quimica (multiparamétricos).
Asi mismo, se demostrara su aplicabilidad evaluando sus caractetisticas analiticas en
Quimica Analitica Clinica (analisis de principios activos en fluidos biolégicos), en el control
ambiental (analisis de hidrocatburos aromaticos policiclicos en aguas de consumo humano)
y en el control industrial (anilisis de principios activos en preparados farmacéuticos)
haciendo uso de todas las herramientas disponibles para la obtencién de dispositivos
miniaturizables y automatizables, para lo cual se llevara a cabo un desarrollo instrumental y

se emplearin sistemas de inteligencia artificial en la resolucién de mezclas.
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Introduccion

A1l Importancia actual, definicién y componentes de los sensores

A.11 Importancia actual

La creciente demanda de técnicas de analisis quimico rapidas, fiables y sencillas ha
provocado un enorme interés en la busqueda y desarrollo de nuevas tecnologias analiticas
que den lugar a métodos de analisis y/o instrumentacién sencilla para la monitotizacion
directa, a tiempo real de un analito en una muestra y de forma reversible. La importancia
actual de este objetivo explica el desatrrollo exponencial que han expetimentado los

sensores quimicos a lo largo de las Gltimas décadas.

El desarrollo de sensotes quimicos ha sido y es muy importante en campos tan
variados como la medicina, el control ambiental y en diversos aspectos de las actividades

industriales, como la seguridad en mineria o el control de procesos industriales, etc..

En el campo de la Quimica Clinica'’, la posibilidad de miniaturizacién de los
sensores ha dado muy buenos resultados, llegando a desatrollarse dispositivos muy

econémicos (desechables o reutilizables) que pueden ser separados del médulo principal.

En el campo del control ambiental™, el empleo de sensores constituye una
herramienta muy 1til en la identificacién y cuantificacién de contaminantes de forma
remota y continua, dando informacién muy valiosa a la hora de llevar a cabo una estrategia
adecuada para remediar los efectos de la contaminacién en areas contaminadas o en zonas

con desechos peligrosos para la vida.

También se ha producido un importante incremento en la demanda de
automatizacién en procesos industriales. Las medidas de parametros quimicos son
necesarias para seguir y controlar un proceso. Asi, en la Quimica Analitica de procesos, los

métodos para el analisis on-line estin basados en la disponibilidad de sensores quimicos. La

1. C. Kolle, W. Gruber, W. Trettnak, K. Biebernik, C. Dolezan, F. Reininger y P. O’Leary. “Fast
optochemical sensor for continuous monitoring of oxygen in breath-gas analysis”. Sens & Actuators B,
38 (1997) 141.

2. A. Elamari, N. Gisin, J.L. Mufioz, S. Poitry, M. Tsacopoulos y H. Zbinden. “Photon-counting optical-
fibre sensor for the detection of ammonia in neurochemical applications”. Sens. & Actuators B, 38
(1997) 183.

3. W.R. Seitz en O.S. Wolfbeis (Ed.) “Fibre optic chemical sensors and biosensors”. Vol. II, CRC Press.,
Boca Raton, Cap. 9, pag. 1 (1991).

4. KR. Rogers y ].N. Lin. “Biosensor for environmental monitoring”. Biosensors Bioelectron., 7 (1992)
317.

31



Parte A. Sensores: conceptos y generalidades

demanda mas importante en la industria en cuanto a las caracteristicas de los sensores son
tobustez, estabilidad con el tiempo o con la temperatura, ademis de cumplir con una

biocompatibilidad en procesos biotecnolégicos.

El empleo de sensores quimicos en estos campos puede dar lugar a resultados
cuantitativos o semicuantitativos ripidos, en la propia matriz de la muestra, es decir, “in
situ”, reduciendo los costes de transpotte y material de laboratorio, pues se minimiza el
numero de muestras requeridas en comparacién con las necesidades para su analisis en el
laboratorio, empleando los métodos clasicos para su confirmacién. Ademss, la posibilidad
de obtener medidas a tiempo real hace que su mayor campo de aplicaciéon sea en aquellas
situaciones en las que la muestra no se pueda llevar facilmente al laboratotio y para analisis

de rutina.

Los sensores quimicos permiten realizar tres tipos de analisis que son aplicables al

control analitico, dependiendo de las necesidades y que son:

e Control continuo en linea a tiempo real (monitotizacién).
e Control “alarma” regular.

e Control ocasional discreto o al azar.

Es de resaltar, que el éxito final de un sensor quimico es su comercializacién y
venta, y para ello sus caracteristicas de robustez, selectividad, sensibilidad, linealidad,
inmunidad e interferencia y ausencia de efectos de matriz deben ser elevadas para poder

competir con los anilisis clasicos de laboratorio.

Después de aproximadamente dos décadas de investigacién en la tecnologia de los
sensores, la mayor parte de los esfuerzos han dado como resultado tnicamente
curiosidades cientificas en las universidades y en los institutos de investigacién. En el
presente, muy poco de la tecnologia de sensores, y en particular de los sensotes épticos,
comparada con los cientos de disefios existentes, ha sido convertida en productos

cometciales.

Varios son los obstaculos para la comercializacién de sensores. En primer lugar,
caractetisticas tales como sensibilidad, intervalo dinimico lineal, reproducibilidad y

estabilidad demostradas para los sensores a nivel de laboratorio no son los suficientemente

a2
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cercanas a las necesidades del usuario. Ademas, atn cuando se logren valores 6ptimos,
estas caracteristicas se reducen dristicamente durante los distintos pasos en el desarrollo y
produccién en masa de un sensor. Pot lo tanto, es importante realizar disefios con
caractetisticas quimicas y fisicas simples, que permitan el uso de tecnologias ya

desarrolladas tanto como sea posible.

El segundo obsticulo es la necesidad de desarrollar sistemas integrados y de
interfases. En el concepto de sensor es necesatio tenet en cuenta un paso postetior en el

disefio de prototipos, y es que deben ser facilmente utilizables por usuarios no habituales.

El tercer obsticulo concierne a lo no competitivo del campo de los sensores. La
comercializacién se torna dificil o imposible si no se defienden las verdaderas ventajas que

éstos tienen sobre sus competidores basados en tecnologias ya desarrolladas y probadas.

Y por dltimo, probablemente el factor mds importante responsable de la lenta
comercializacién de sensores se debe al tipo de mercado al que va dirigido. Debido 2 la
complejidad de estos sistemas, deben invettirse millones de euros para su desatrollo y, por
lo tanto, hasta que no se hagan visibles los beneficios de estos mercados, las companias
privadas no estaran motivadas para investigar y transferir la tecnologfa de los sensores a la
produccién en cadena. Sin embargo, uno de los mercados en el que el desarrollo de
sensores puede desempefiar un papel realmente importante es en varios sectotes de la
Quimica Analitica industrial, tales como controles ambientales de efluentes y analisis de

control en la cadena de produccion.
A.1.2 Definicion de sensor

De forma general, se puede denominar “sensor” a cualquier dispositivo robusto, de
uso sencillo y preferiblemente portatil, capaz de transformar (transducir) la magnitud de un
fenémeno cuya identificacion resulta de interés en una sefial fisica medible,
proporcionando de forma directa y continua informacién de su entorno’. Estos
dispositivos se pueden dividir en dos grupos en funcién de que detecten cambios en
parametros fisicos (presi6n, temperatura, etc) o bien parimetros quimicos (pH,

concentracién de oxigeno, etc.). Los sensotes fisicos son sensores capaces de cuantificar

5. ].Janatay A. Bezegh. “Chemical sensors”. Anal. Chem., 60 (1988) 62R.
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fenémenos fisicos y a los disefiados para medir especies (bio)quimicas se les conoce como

sensores (bio)quimicos.

Resulta dificil dar una definicién exacta y universal de lo que es un sensor quimico.
Segin Roe y /.’ un “Sensor Quimico Ideal” es un dispositivo capaz de detectar y/o
cuantificar a tiempo real una especie quimica en un medio complejo (muestra de interés) a

través de una interaccién quimica selectiva.

La TUPAC propone otra definicién segtin la cual un “Sensor Quimico Analitico” es
un transductor miniaturizado que responde de manera selectiva y reversible a la presencia
de compuestos quimicos o iones dando lugar a sefales eléctricas que dependen de la

concentracion de analito’.

Idealmente, un sensor quimico debe operar de forma continua y reversible,
ditectamente en la matriz de la muestra y debe tener la capacidad de proporcionar
informacién sobre la distribucién espacial y temporal de una especie molecular o iénica a
tiempo real’. Otras condiciones que idealmente deberia cumplir un sensor son las de ser

portatil ademas de ser barato, tener minimo mantenimiento y ser facil de usar.

De hecho, el principal objetivo que se petsigue con un sensor ideal es integrar dos
de los tres pasos generales a seguir en la determinaciones analiticas: tratamientos

preliminares, medida y transduccién de la sefial analitica.

Las prestaciones de un sensor son detivadas de criterios analiticos generales asi
como de requetimientos especificos como son la estabilidad a largo plazo, miniaturizacion,
estabilidad mecanica, tiempo de respuesta, estabilidad con el tiempo, compatibilidad con la

presion, temperatura, explosividad, radiactividad, condiciones biolégicas y esterilizacion.

Sin embargo, muy pocos sensores cumplen todas las antetiores especificaciones de
forma estricta. De hecho, numerosos autores denominan también sensotes a ciertos
disefios que no son capaces de medir de forma continua la concentracién de ciertas
especies, es decir, que son irreversibles y sélo permiten una determinacién. En este caso,

hablamos de sensores “desechables o de un solo uso™”.

6. J.N. Roe, F.C. Szoka y A.S. Verkman. “Fibre optic sensor for the determination of potassium using
fluorescence energy transfer”. Analyst, 115 (1990) 353.

7. A. Hulanicki, S. Glab y F. Ingman. IUPAC discussion paper, Commission V.I., July 1999.

8. M. Valcircel y M.D. Luque de Castro. “Flow-through (bio)chemical sensors”. Analyst 118 (1993) 593.
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En determinadas ocasiones puede ocutrir que el sensot no sea lo suficientemente
selectivo; en este caso, puede ser de gran ayuda la incotporacién de alguna técnica simple
de pretratamiento, en linea con la deteccion, para separat el analito de las especies

interferentes presentes en la muestra’.

Asi pues, en sentido amplio, podtiamos acabar definiendo un sensor como
cualquier dispositivo de uso sencillo que sea para los instrumentos de medida lo que los
sentidos son para los seres vivos'’, es decir, un sistema que propotcione una determinada

respuesta a un estimulo exteriot, respuesta que posteriotmente es analizada y procesada.
A.13 Componentes basicos de un sensor

Un sensor quimico capaz de informar sobre una especie quimica concreta consta

basicamente de tres partes' = (véase Figura 1):

1. Zona quimica o zona de reconocimiento: en la cual se produce la
interaccién selectiva con el analito de interés, lo que origina un cambio fisico-
quimico del sistema cuya magnitud esta relacionada con la concentracién de la
especie a determinar. Pueden usatse distintos tipos de interacciones como base
de la quimica de reconocimiento: reacciones acido-base, de complejacion,
interacciones electrostaticas, desactivacién luminiscente, adsorcion en una

supetficie activa, etc..

2. Transductor fisico: que transforma en una sefial analitica medible el cambio en
alguna propiedad fisica del sistema producido por la interaccion fisico-quimica
selectiva que tiene lugar con el analito de interés (se genera una sefial optica,

eléctrica, etc.).
3. Elemento electronico: de tratamiento y medida de sefiales eléctricas.

La magnitud de la sefial fisica obtenida se relaciona posteriormente con la

concentracién de analito a través de una curva de calibrado realizada previamente.

9. K. Cammann. “Continuous pollution-control by chemical sensors”. Sens. & Actuators B, 6 (1992) 19.

10. R. Pereiro. Estudio de nuevas fases slidas reactivas para sensores opticos de elementos de interés
biomédico: Anilisis de aluminio y potasio”. Tesis Doctoral, Universidad de Oviedo, 1991.

11. J.Janata. “Principles of chemical sensors”. CRC Press. Boca Raton, FL, vol. 1 (1991).
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En resumen, un sensor consiste en una capa quimicamente sensible o sistema de
reconocimiento, un transductor para convertit la informacién quimica en una sefial
eléctrica u 6ptica y una electrénica para la evaluacién de datos, normalmente integrada en el

S€Nnsot.
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Figura 1. Partes de un sensor quimico.

A.2 Disefo de un sensor

Los pasos basicos a seguir en el disefio de un sensor'” para resolver un problema

analitico particular estan esquematizados en la Figura 2.

Las consideraciones practicas de mayor importancia a tener en cuenta en el disefio

de un sensor son:

1. Mecanismo de reconocimiento. La fase sensora debe reconocer la especie a
determinar a través de una interaccién ficilmente detectable y cuya magnitud sea

funcién de la concentracién del analito.

2. Inmovilizaciéon del reactivo. Existen diferentes métodos (adsorcién pasiva,

entrecruzamiento, enlace covalente, i6nico, etc.) cada uno de ellos con sus ventajas

12. O.A. Sadik y .M. Van Emon. “Designing immunosensors for environmental monitoring”. Chemtech.,
27 (1997) 38.
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e inconvenientes. Debe tenerse en cuenta que dicha inmovilizaciéon puede alterar

profundamente las caracteristicas del analito en disolucion.

3. Transductores. Segin se midan cambios en alguna propiedad eléctrica, 6ptica,
cambios de masa, etc., como consecuencia del reconocimiento, se puede hablar de

transductotes electroquimicos, 6pticos, piezoeléctricos, etc..

Objetivo

Definir el probléma / Aplicacién

Ambiental
Clinico
Industrial
n i 1 ,
Eleccién del soporte Modo de transduccién Eleccién del método de inmovilizacién
Menbranas Optica Atrapamiento
Resinas Electroquimica Adsorciin
Esferas de vidrio Térmica.... Enlace covalente

Eleccidén de otros sistemas componentes
FILA
LE
GC....

I

Caracterizacion del sensor
Quintica
Fisica
Morfolégica

Evaluacién de las prestaciones analiticas

Figura 2. Esquema de las consideraciones a tener en
cuenta en el disefio de un sensor.

A.3 Clasificacion de los sensores

Se pueden establecer diferentes clasificaciones de los sensores utilizando diversos
critetios. El gran intetés que existe actualmente en el mundo de los sensores hace que estos
se encuentren evolucionando continuamente y pot tanto, es seguro que irin apateciendo
otras clasificaciones a medida que se desarrollen nuevos tipos de sensotes. Los ctiterios
miés utilizados y la clasificacion de sensotres corresponsientes a cada critetio son los

siguientes“:

13. ].M. Costa Fernindez y A. Sanz Medel. “Sensores Quimicos Fosforescentes a Temperatura Ambiente”
en el libro A. Fernindez Gutiérrez, S.G. Schulman (Eds) “Fosforescencia Molecular Analitica: Una
Aproximacién Prictica”. Editorial Universidad de Granada, Granada, 2001.
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Atendiendo al modo de reconocimiento, los sensores pueden clasificarse en
sensores quimicos o bioquimicos. Cuando la etapa de reconocimiento se
lleva a cabo mediante un elemento sensible biolégico (pot ejemplo una
enzima, un anticuerpo, una célula) el dispositivo resultante es conocido
como biosensor. Asi pues, la diferencia entre un sensor quimico y un
biosensor esta en la reaccién (quimica o bioldgica) de reconocimiento del
analito. Los sensores (bio)quimicos han sido ampliamente utilizados para
aplicaciones ambientales, clinicas, bioldgicas e industriales.

De acuerdo con la naturaleza de la interaccién medible en sensores
reversible e irreversibles.

Segun su forma externa en sensores planos, tipo sonda o tipo célula de
flyjo.

En funcién de la relacién entre la zona de reconocimiento y el transductor
en sensores conectados o integrados.

Teniendo en cuenta el modo de operacién en sensores de medidas
discretas (sensores tipo sonda) o de medidas en flujo (optosensores).
Considerando el nimero de especies a determinar en sensores simples o
muiltiples, (monoparamétricos y multiparamétricos, respectivamente).
Atendiendo a la naturaleza de la sefial fisica que se genera y se mide, es
decir, atendiendo al tipo de transductor, los sensotes quimicos se han
venido clasificando en sensores eléctricos, Opticos, térmicos o

piezoeléctricos .

Esta Gltima clasificacién basada en la naturaleza de la sefial fisica que se genera o

mide es bastante general y es la mds ampliamente establecida. Por ello, se procede a

describir de una forma mas pormenorizada esta clasificacion.

1.

Electroquimicos: miden cambios en alguna propiedad eléctrica del sistema
(potencial, intensidad de cotriente, etc.) y el cambio producido en las
magnitudes eléctricas es propotcional a la concentracién de analito. Un caso

particular importante son los ISFET (transistores de efecto de campo) usados

14. T.E. Edmonds, Ed. “Chemical sensors”. Blackie & Son, Reino Unido (1988).
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principalmente como sensores potenciométricos, pero también es posible

utilizarlos como sensotes voltamperométricos o conductimétricos.

2. Opticos: se producen cambios en alguna propiedad o6ptica del sistema
(absorbancia, reflectancia, luminiscencia) relacionada con la concentracion de la

especie a cuantificar.

3. Térmicos: se miden calores de reaccién o cambios en la temperatura del

sistema.
4. Piezoeléctricos: se cuantifican cambios de masa, de viscosidad, etc..

También se han desarrollado otros sensores, aunque en menor medida, que utilizan
otros tipos de deteccién, pudiendo citar: los de ondas acusticas de supetficie y los

magnéticos, en donde se utilizan medidas de paramagnetismo.

A la vista de ésto, no existe un principio universal para el desarrollo de un sensot,
ya que cada caso requiere una adaptacién especifica de un principio de medida, pot lo que
existen sensores basados en medidas eléctricas, épticas, gravimétricas o principios térmicos.
Una visién general de los principios basicos pata el desarrollo de sensores se puede ver en

la Tabla 1.

Tabla 1. Visién general de principios de funcionamiento o tipos de sensor

_—-—-———-----—r e eaS S P S S e S S e e

Principio de funcionamiento Tipo de sensor

Oxidos de metales semiconductores

Cambio en la conductividad . ;s
Semiconductores organicos

Electrodos selectivos de iones
Cambio en el potencial Sensores de gases en estado s6lido
Transistores de efecto de campo

Sensores amperométricos (electrodos de oxigeno
Cambio de intensidad de cortiente y enzimas, inmunosensores, sonda de gases en
estado sélido)

Cambio de la frecuencia de resonancia  Ctistales piezoelétricos resonantes

Transmisién/absotcion, dispersion, reflectancia,

Cambio de propiedades 6pticas fluorescencia, refraccién, tiempo de decaimiento,
polarizacion
Efectos térmicos Sensotes tétmicos y calorimétricos
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A.4 Sensores 6pticos

A.41 Generalidades

La importancia y el potencial de los sensores quimicos ha ido en aumento durante
los dltimos afios. Los ptimeros trabajos desatrollados sobtre sensores para especies quimicas
se enfocaron desde una perspectiva electroquimica (sensores potenciométricos y
amperométricos). No obstante, el gran volumen de conocimiento de que se dispone hoy
dia sobre métodos 6ptico-espectroscopicos y las amplias posibilidades que los mismos
ofrecen, han dado lugar a la bisqueda e investigacién en el campo de los sensores con
deteccién Sptico-espectroscopica’™'®.

La conjugacién de las excelentes propiedades que oftecen las fibras opticas como
vias de transmision de luz a través de grandes distancias con la abundante informacién
quimica cuantitativa y cualitativa que se puede obtener mediante técnicas analiticas
espectroscopicas han llevado, en las Gltimas décadas, a un desarrollo espectacular de los

sensores de fibra Optica (también llamados “optrodos”17

, término que resulta de la
combinacién de las palabras “6ptico” y “electrodo” y que surge al observar cierta similitud
entte el trabajo con un sensor 6ptico y un electrodo) para el anilisis y/o control de

parametros de interés quimico, medioambiental, clinico, etc..

Los sensores 6pticos se basan en la inmovilizaciéon de una determinada fase sensora
en el extremo de una fibra 6ptica o de un haz de fibras bifurcado. La interaccién del analito
a determinar con la fase sensora provoca un cambio en las propiedades 6pticas de ésta que
se recoge mediante la utilizacién de fibras 6pticas. El uso de fibras 6pticas permite “acercar
el espectrometro a la muestra”, mientras que el empleo de fases sensoras inmovilizadas

permite llevar a cabo medidas en la propia muestra (“in situ™).

Los pioneros en la utilizacién de fases sensoras inmovilizadas para llevar a cabo
medidas continuas en fluidos biolégicos fueron Luebbers y Optiz'®. Desde entonces
numerosos trabajos han continuado esta linea de desatrollo de sensores de fibra 6ptica para

llevar a cabo la medida de numerosas especies en muestras reales.

15. W.R. Seitz. “Chemical sensors based on fibre optics”. Anal. Chem., 56 (1984) 16A.

16. O.S. Wolfbeis. “Fiber Optic Chemical Sensors”, CRC Press, Boca Raton, FL, vol. 1, 1991.
17. S.A. Borman. “Optrodes”. Anal. Chem., 53 (1981) 616A.

18. D.W. Luebbers y N. Optiz. Natutfors ch. C. Biosci., 30c (1975) 532.
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Es importante tenet en cuenta que en numerosas ocasiones se habla de sensores

épticos para referirse, Ginicamente, a sistemas donde se emplean reactivos inmovilizados

sobre soportes sélidos para la medida de forma continua, a través de una interaccion

quimica selectiva con el analito, sin la utilizacion de fibras opticas. Sin embatgo, en estos

casos la fase sensora desarrollada debetia acoplarse de manera sencilla a un sistema de

fibras 6pticas, paso Gltimo necesatio para el desarrollo de un verdadero optrodo.

La sensibilidad, especificidad y versatilidad de los métodos 6pticos han hecho de la

espectroscopia una técnica muy popular sobre la cual se basan potenciales sistemas de

control. En general, podemos decir que hay un elevado nimero de ventajas inherentes a los

sensores Opticos que aconsejan el uso de los mismos frente a otros tipos de sensores,

particularmente, frente a los electroquimicos. Estas son:

La sefial Optica no esta sujeta a interferencias eléctricas.

No se requiere un sistema de referencia.

No hay consumo significativo de analito por parte de la fase sensota, por lo
que la muestra queda inalterada tras la medida.

La fase activa no necesita estar en contacto con el sistema Optico. Esto
simplifica extraordinariamente el desarrollo de sensores en los que la fase
activa debe ser sustituida o reemplazada, lo cual resulta necesario cuando se
desarrollan fases basadas en reactivos con vida limitada o en sensores de un
solo uso (desechables).

En algunos casos, utilizando un discriminador adecuado, es posible acoplar
distintas fases Opticamente activas a un Unico sistema de transduccion, lo
cual da lugar a una importante disminucién del costo y resulta una ventaja
econémicamente clara pues es posible la realizacion del analisis rapido de
diversos analitos con un mismo equipo.

Son susceptibles de ser miniaturizados, permitiendo el desarrollo de

sensotes de fibra 6ptica muy pequefios y flexibles.
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e Ofrecen la posibilidad de resoluciones a varias longitudes de onda e
informacién temporal, pudiéndose aplicar también técnicas de tiempo
resuelto'”.

® HEs posible desarrollar sensores Opticos para analitos que no pueden ser
determinados por técnicas electroquimicas.

® Los sensores basados en la atenuacién de la fluorescencia se pueden usar en
un intervalo de concentraciones mucho mas amplio que los sensores
electroquimicos.

¢ En determinadas aplicaciones, como a la hora de realizar medidas
biomédicas “in vivo”, los sensores Gpticos son mis seguros, evitindose el
riego de un “shock” eléctrico.

® Algunos sensores Opticos pueden trabajar en intetvalos de temperatura
extremos lo que hace posible su esterilizacién a temperaturas elevadas.

e Cuando se emplean sistemas de fibra optica, es posible transmitit sefiales
Opticas a grandes distancias, lo que permite realizar anilisis en ambientes
peligrosos (en ambientes radiactivos, en atmosferas contaminadas o a altas
temperaturas o presiones, etc.) sin necesidad de recurtir previamente a la

realizacién de la toma de muestra.

Sin embatrgo, los sensores Opticos también presentan algunas desventajas, tales

como:

¢ La luz ambiental puede interferir en las medidas.

e La estabilidad temporal del sensor puede no ser elevada debido a la
fotodescomposicion de los reactivos usados.

® Los tiempos de respuesta pueden ser grandes, sobtre todo en los casos en
los que estén involucrados fenémenos de transferencia de masa.

® En general, los sensores 6pticos presentan intervalos lineales menores que

los electroquimicos.

19. RL. Plant y D.H. Bums. “Quantitative, depth-resolved imaging of oxygen concentration by
phosphorescence lifetime measurement”. Appl. Spectr., 47 (1993) 1594.

20. P.M. Gewehr y D.T. Delpy. “Optical oxygen sensor based on phosphorescence lifetime quenching and
employing a polymer immobilized metalloporphyrin probe. 1. Theory and instrumentation”. Med. &
Biol. Eng. & Comp., 31 (1993) 2.
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e Y en muchos casos, existe una carencia de reactivos selectivos y que
interaccionan reversiblemente con el analito. Ademds, habitualmente hay

una pérdida de sensibilidad tras su inmovilizacion.

Estos problemas explican, en parte, la falta hasta la fecha de éxito cometcial de los
sensores Opticos y garantizan un esfuerzo investigador continuado y ligado al trabajo

. 3 5 9
conjunto de varias areas g

La espectroscopia de emisién luminiscente ha desarrollado métodos caractetizados
pot su sensibilidad, selectividad y versatilidad; la industria de las telecomunicaciones ha
logrado la comercializacién de fibras 6pticas de bajo coste que permiten transmitit luz y
cubrir asi largas distancias; se encuentran disponibles nuevas fuentes de radiaciéon como
laseres y diodos fotoemisores (LED’s)” que permiten la excitacién del analito
pricticamente en todo el intervalo de longitudes de onda de la regién visible; se han
desarrollado fotodiodos de bajo costo; y pot tltimo, nuevos métodos quimiométricos junto
con microprocesadores de alta capacidad y pequefio tamafio permiten almacenar y procesar

datos, atin en el caso de relaciones complejas de sefial-concentracion
A.4.2 Clasificacion de los sensores opticos

Son numetrosas las clasificaciones propuestas de los sensotes 6pticos atendiendo a

diversos aspectosl3. Asi:

e Segiin la naturaleza del fenémeno dptico medido, se puede hablar de sensores
de absorbancia, de reflectancia, de dispetsion Raman, luminiscentes (fluorescentes,

fosforescentes, quimioluminiscentes, bioluminiscentes), etc..

e Segiin Ia naturaleza de interaccion con el analito, podemos hablar de sensores
opticos revetsibles, cuando la interaccién quimica del analito con la zona de
reconocimiento del sensor es reversible y por ello no se consume apreciablemente
el reactivo de reconocimiento; o sensores Opticos itreversibles, cuando la
interaccién es irreversible y, por ello, se produce consumo del reactivo de

reconocimiento. Estos ultimos se dividen, a su vez, en regenerables o reutilizables,

21. O.S. Wolfbeis. “Fluotescence optical sensors in analytical chemistry”. Trends Anal. Chem., 4 (1985) 184.
22. D.S. Ballantine, D. Callahan, G.J. Maclay y J.R. Stetter. “An optical wave-guide acid vapor sensor”.
Talanta, 39 (1992) 1657.
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siempre y cuando puedan volver a ser utilizados tras un tratamiento con un reactivo
determinado y no regenerables o desechables cuando resultan irrecuperables al

realizar la medida y por tanto son de un solo uso.

® Segun su forma externa, podemos hablar de dos amplios grupos: tipo sonda
(optrodos), que estan constituidos pot una o varias fibras Gpticas y una fase sensora
normalmente fijada al extremo del cable 6ptico por medio de una membrana; y
sensores tipo célula de flujo (optosensores), donde el sélido Spticamente activo se
enicuentra empaquetado en una célula de flujo que puede estar situada en el paso
6ptico del instrumento o en el extetior del mismo y en este caso es preciso utilizar

fibras 6pticas que permitan el transporte de la luz.

La configuracién tipo sonda permite su empleo tanto en discontinuo como en flujo,

sin embargo los sensores tipo célula de flujo s6lo se pueden emplear en sistemas de flujo.

El acoplamiento de estos sensores tipo célula de flujo a sistemas de anilisis por
inyeccion en flujo (hibtido conocido como “optosensor”) ofrece importantes ventajas de
gran interés analitico entre las que se pueden citar: facilidad para renovar reactivos en la
supetficie sensora, posibilidad de integrar en un sistema de flujo pretratamiento en linea de

la muestra, empleo de reacciones no reversibles en la fase activa, etc..

A.5 Sensores tipo célula de flujo (optosensores)

Un sistema analitico convencional de flujo continuo comprende tres etapas: la
transferencia de masa (analito) entre dos fases, las treacciones (bio)quimicas y la deteccién

continua en una celda de flujo convencional®.

El dispositivo que realice simultineamente la deteccién con la reaccién y la
sepatacion en la celda de flujo puede considerarse formalmente como un “sensor”, pues
teune sus cuatro caractetisticas ptincipales (tesponde directa, reversible, continua y
riapidamente a variaciones en la concentracién del analitos de interés) y se denomina

“optosensot”.

23. M. Valcarcel y M.D. Luque de Castro. “Flow injection analysis”. Wiley. Nueva York, USA, 2 Ed.
(1988).
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Este término fue introducido por Ruzicka y Hansen™ para definir un nuevo
principio de deteccién en analisis por inyeccién en flujo basado en el cambio de las

propiedades épticas de una supetficie activa situada en el paso de un flujo.

La realizacién simultdnea de la etapa de retencién del analito y del proceso de
deteccién espectroscopica en un sistema de analisis por inyeccién en flujo (FIA) constituye
una via de amplias posibilidades para la superacién de muchos inconvenientes de los

7 : 25,2
sensores OpthOS . 6.

A.5.1 Analisis pot inyeccion en flujo

Una metodologia con las caractetisticas de las técnicas FIA ofrece numerosas
ventajas analiticas, entre las que se puede citar”: fundamento sencillo, equipamiento de bajo
costo, bajo consumo de muestra y reactivos, elevada frecuencia de muestreo y facil
automatizacion. El FIA se engloba dentro de los métodos cinéticos y pot tanto presenta en
general una mayor selectividad que las correspondientes técnicas manuales. La exactitud y
la precisién son realmente sorprendentes a pesar de que se basa en medidas de sistemas en

estado transitorio.

La técnica FIA consiste basicamente en una inyeccién o insercién directa de la
muestra liquida en un flujo continuo y no segmentado. De este modo, la muestra es
arrastrada a través del flujo del sistema, pudiendo tener lugar uno o varios procesos
adicionales entre ésta y el fluido portador. La sustancia a analizar se hace pasar por un
detector apropiado que permite realizar medidas en continuo, originando una sefial
transitoria que esta relacionada con la concentracién de la especie de interés. El grado de
dispersién de la muestra es altamente reproducible estando controlado por factores tales
como la velocidad de flujo, el disefio geométrico del sistema y la longitud y didmetro de los

tubos.

24. J. Ruzicka y E.H. Hansen. “Optosensing at active sutfaces - 2 new detection principle in flow-injection
analysis”. Anal. Chim. Acta, 173 (1985) 3.

25. J. Ruzicka y G.D. Christian. “Reversible optosensing in packed flow-through detectors - flow-injection
ot chromatography”. Anal. Chim. Acta, 234 (1990) 31.25

26. J. Ruzicka y G.D. Marshall. “Sequential injection - 2 new concept for chemical sensots, process analysis
and laboratory assays”. Anal. Chim. Acta, 237 (1990) 329.

27. M. Valcircel y M.D. Luque de Castro. “Andlisis por inyeccién en flujo”. Ed. Univ. Cérdoba/Monte de
Piedad y Caja de Ahorros de Cordoba, (1984).
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Parte A. Sensores: conceptos y generalidades

Las condiciones expetimentales de trabajo habitual en FIA origina una mezcla
incompleta del “bolo” de muestra inyectado en el flujo portador. De ahi, que una
caractetistica fundamental de esta metodologia sea que el tiempo de operacién ha de ser

muy reproducible por efectuarse las medidas en condiciones de no equilibrio.

El tratamiento profundo de esta tematica estd ampliamente documentado en la

bibliografia®*".

Finalmente, es de recalcar, la casi universalidad del FIA dado que su caricter
modular lo hace sencillo de adaptar a cualquier necesidad analitica concreta. Sin lugar a
dudas, el gran desarrollo actual de esta técnica se debe a su excepcional versatilidad. Este
tipo de sistema en flujo puede set utilizado con éxito en el analisis de rutina de un

laboratotio.
A.5.2 Acoplamiento de las fases sensoras a sistemas en flujo

Una de las caracteristicas mas relevante de los sensores tipo “célula de flujo” es su
total compatibilidad con sistemas FIA. Por lo que a las caracteristicas intrinsecas de los
sistemas de inyeccion de flujo (automatizacién, flexibilidad, acondicionamiento y calibrados
de muestra sencillos, desarrollo previo de reacciones quimicas, etc.) se suman las de la
utilizacién de fases sensoras (selectividad, preconcentracién del analito, etc.) y hace posible

su aplicacién a muestras reales de todo u'pog.

El acoplamiento con sistemas FIA pueden oftecer soluciones a algunos de los
problemas de los sensores épticos, tales como largos tiempos de respuesta marcados por
lentos procesos de difusién del analito desde la muestra a la fase activa, que limitan la
utilidad prictica de éstos. Asi, los tiempos de respuesta pueden set reducidos al incorporar
un pequeiio bolo de muestra en el flujo portador que va a interaccionar con la fase sensora
de forma transiente. De igual manera, el tiempo de exposicién se puede utilizar para
tealizar una discriminacién cinética entre el analito y otras sustancias interferentes cuando

éstas posean una velocidad de difusién diferente.
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Introduccion

El empleo de fases sélidas para la deteccion en un sistema FIA oftrece, en principio,

dos ventajas inherentes (propias del equilibrio heterogéneo liquido-sélido) cuando se

compara con la utilizacién mas convencional de fases liquidas que contienen el reactivo

28,29,

1. La transferencia de masa radial en un reactor empaquetado es mucho mas

intensa que en un reactor hueco y, pot tanto, la contribucién de la difusion

radial en el equilibtio sélido-liquido dentro del bloque es mas eficaz.

2. Fl equilibrio liquido-sélido también tiene lugar en aquellos elementos de la

muestra donde no hay dispersién, debido a que el mismo procede

exclusivamente en la interfase sélido/liquido.

Alguna de las ventajas de tipo practico, que se pueden conseguir al introducir

interfases solidas en sistemas de analisis en flujo, son las siguientessz

1

Aumento de la sensibilidad utilizando fases sélidas, ya que la sensibilidad de los

sistemas de analisis en flujo puede incrementarse pot:

Preconcentracion en linea o “in sitn” es uno de los métodos mas eficaces para
aumentar la sensibilidad. Fisicamente, la preconcentracién puede
conseguirse acoplando en el sistema en flujo una unidad adecuada de
separaci6n como puede ser una microcolumna con un relleno adecuado. Si
la fase sélida se dispone en la célula de flujo de un detector 6ptico no
destructivo se consigue un sistema patticular de preconcentracion “in situ”,

s s s #.2 0
que integra los procesos de retencién y deteccién®.

Disminucién de la dilucion: histéricamente, los primeros reactores soélidos
utilizados en FIA fueron de naturaleza redox y de esta forma, se evita la

= p— % o 1
dilucién correspondiente al empleo de un reductor adicional®.

28. J. Ruzicka y E.H. Hansen. “Homogeneous and heterogeneous system. Flow-injection analysis today and
tomorrow”. Anal. Chim. Acta, 214 (1988) 1.

M. Valcircel y M.D. Luque de Castro. “Non-Chromatographic continuous separation techniques”. Royal
Society of Chemistry. Inglaterra (1991).

MD. Luque de Castro y M. Varcircel. “Integration of separation and detection in continuous-flow
systems”. Trends Anal. Chem., 10 (1991) 114.

J.F. Van Staden, A.E. Joubert y FLR. Vliet. “Flow-injection determination of nitrate in natural waters
with copper and copperized cadmium tubes in the reaction manifold system”. Fressenius Z. Anal.
Chem., 325 (1986) 150.

29.

30.
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Parte A. Sensores: conceptos y generalidades

o Aumento de la estabilidad de los reactivos: las enzimas inmovilizadas sobre
soportes adecuados suelen ser mas estables que en disolucién y se han
utilizado ampliamente en sistemas de analisis en flujo tanto para determinar

32,33

i ' s g 34
substratos™” como actividades enzimaticas™.

Aumento de la selectividad utilizando fases sélidas. Los métodos FIA son mis
selectivos que sus homologos manuales puesto que al realizar las medidas sin llegar a
condiciones de equilibrio se eliminan interferencias de especies que reaccionen mas
lentamente que el analito”. La selectividad de los sistemas FIA puede mejorarse
substancialmente empleando fases sélidas como medio de eliminar interferencias™,
mediante medidas de velocidad de reaccién basadas en enzimas inmovilizadas® vy

= . - = ., , 38
acoplando sistemas de flujo a técnicas de separacion mas poderosas como el HPLC™.

A.5.3 Clasificacion de los sensotes de flujo

De acuerdo con la localizacion de la zona de reconocimiento, donde tiene lugar la

reaccion, separacién y deteccion, podemos clasificar los sensores en flujo en dos tipos

basicos" (ver Figura 3):
igur

1. Optosensor convencional, donde la zona de reconocimiento est incorporada
dentro de una célula de flujo especial que se encuentra en el compartimento de

muestra del instrumento.

2. Optosensores de fibra Optica, donde la zona de reconocimiento esta

mncorporada dentro de una célula de flujo que se sitia fuera del instrumento.

32.

35.
34.

35.
36.

37.

38.

J. Ruz, F. Lazaro y M.D. Luque de Castro. “Immobilized enzymes in flow-injection analysis: present and
trends”. J. Autom. Chem., 10 (1988) 15.

E.H. Hansen. “Flow injection enzymatic assays”. Anal. Chim. Acta, 216 (1989) 257.

J-M. Fernindez Romero y M.D. Luque de Castro. “Flow-injection configurations for enzyme activity
determination”. Chim. Oggi., Noviembre (1988) 17.

M. Valcarcel y A. Rios. “Selectivity in analytical chemistry”. Analusis, 18 (1990) 469.

S.R. Bysouth, ].F. Tyson y P.B. Stockwell. “Use of masking agents in the determination of lead in tap
water by flame atomic absorption spectrometry with flow injection pre-concentration”. Analyst, 115
(1990) 571.

A. Rios, M.D. Luque de Castro y M. Valcércel. “Analytical potential of flow-reversal injection analysis”.
Anal. Chem., 60 (1988) 1540.

J- Rizucka y G.D. Chiistian. “Reversible optosensing in packed flow-through detectors: flow injection or
chromatography? ”. Anal. Chim. Acta, 234 (1990) 31.
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Figura 3. Tipos bisicos de optosensores de flujo.

A.5.4 Caracteristicas que deben cumplit los sensores de flujo

Los optosensores deben reunir una serle de caracteristicas necesarias para un

adecuado funcionamiento:

1. El sistema debe ser reversible (o facilmente regenerable si es irreversible)

2. La cinética de los procesos que tengan lugar debe ser rapida.

3. La fase de reconocimiento quimico debe estar inmovilizada eficientemente para
que pueda ser usada en un gran nimero de determinaciones.

4. La zona sensible y el sistema de deteccién deben ser totalmente compatibles, lo

cual no siempre es posible.

Como ya se ha comentado, uno de los rasgos mas sobresalientes de los
optosensores es su total compatibilidad con sistemas de inyeccién en flujo. Esto hace
posible mejorar las caracteristicas intrinsecas de los mismos (automatizacién, flexibilidad,
acondicionamiento, calibrados de muestra sencillos, etc.) asi como ampliar su aplicacion a
muestras reales de practicamente todo tipo. Posiblemente, uno de los grandes aportes de

estos sistemas es su facilidad para acoplar un sistema de regeneracion de la fase sensora en
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el caso de irreversibilidad en la reacciéon de reconocimiento, de una forma simple y

automatica®,

A.5.5 Ventajas e inconvenientes de los sensores de flujo

Como conclusién, podemos sefialar que los optosensores presentan una serie de

ventajas como son:

A.5.6

Una mayor sensibilidad al reducirse la dispersién de la muestra inyectada.

Una mejora indirecta de la selectividad eliminando especies interferentes y
sefiales parasitas a través de medidas cinéticas.

Una sencilla regeneracion de la fase sensora, de forma simple y automatica, en
el caso de irreversibilidad de la reaccién de teconocimiento.

Una mejora de las caracteristicas intrinsecas de los sensores derivadas del
empleo de la técnica FIA como son automatizacién, flexibilidad,
acondicionamiento y desarrollo de métodos sencillos, desatrollo previo de

reacciones quimicas, etc..

Por el contrario, las mayores desventajas de los sensotes en flujo son:

La necesidad de un sistema para impulsar la muestra.

La dificultad del analisis remoto a largas distancias y en micromuestras, que se

reduce drasticamente en el caso de los optosensores de fibra 6ptica.
La necesidad de que la zona sensible y el detector sean compatibles.

La posibilidad la existencia de problemas, si las cinéticas detivadas de los pasos

de separacién y reaccion son demasiado lentas.

Revision bibliografica

Debido a la importancia de los optosensores en esta Memotia, se ha procedido a

tealizar una revision bibliogrifica de los trabajos publicados en este tema en los dltimos

anos.

Atendiendo al sistema de deteccién usado, en la bibliografia aparecen optosensores

con detecci6én fotométrica, fluorimétrica y quimioluminiscente aplicados, ptincipalmente, a

la determinaciéon de principios activos farmacoldgicos en preparados farmacéuticos y
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fluidos biolégicos, aunque también se aplican al analisis de alimentos, cosméticos y aguas

de consumo.

e Optosensores fotométricos

En 1998, Ortega Barrales y c/.” propusieron un optosensor fotométrico para la
determinacién de tiamina en ptresencia de tiboflavina, piridoxina e hidroxicobalamina
aplicandolo a la determinacién de tiamina en preparados farmacéuticos en presencia de
otras vitaminas del grupo B, consiguiendo buenos potcentajes de recuperacion y limites de

deteccién adecuados para su utilizacion en laboratorios de control farmacéutico.

En 2000, Ayora Cafada y co/.*’ propusieron un optosensor para la determinacién de
paracetamol basindose en la interaccién que se producia entre este analito y la tresina
Sephadex QAE A-25, obteniendo limites de deteccién de 0.022 pg/ml.. Basindose en este
trabajo, Ruiz Medina y c/* propusieron un optosensor fotométrico para la determinacion
secuencial de 4cido ascérbico y paracetamol, usando la alternancia de dos portadotes que
ademas actuaban como sistemas de regeneracién obteniendo limites de deteccion de 0.02
},tg/ ml. en ambos casos y buenos porcentajes de recuperacion cuando lo aplicaron al
analisis de preparados farmacéuticos. Ademas, también propusieron otro optosensor para
la determinacién de adrenalina en preparados farmacéuticos obteniendo un limite de
deteccién de 0.17 pg/ml, una desviacién estandar del 1.4% para 10 réplicas y 12 analisis

pot hora®.

En 2001, Capitan Vallvey y col. “propusieron dos sensores de flujo fotométricos
para la determinacién directa de los antioxidantes butil-hidroxianisol y propil-galato,

aplicandolos a la determinacién de esos compuestos en alimentos y cosméticos. Ademas,

39. P. Ortega Barrales, M.L.. Fernindez de Cérdova y A. Molina Diaz. “A selective optosensor for UV
spectrophotometric determination of thiamine in the presence of other vitamins B”. Anal. Chim. Acta,
376 (1998) 227.

40. M.J. Ayora Cafiada, M.I. Pascual Reguera, A. Ruiz Medina, M.L. Fernindez de Cérdoba y A. Molina
Diaz. “Fast determnation of paracetamol by using a very simple photometric flow-through sensing
device”. J. Pharm. Biomed. Anal,, 22 (2000) 59.

41. A. Ruiz Medina, M.L. Fernindez de Cérdoba, M.J. Ayora Cafiada, M.I. Pascual Reguera y A. Molina
Diaz. “A flow-through solid phase UV spectrophotometric biparameter sensor for the sequential
determination of ascorbic acid and paracetamol”. Anal. Chim. Acta, 404 (2000) 131.

42. A. Ruiz Medina, M.L. Fernandez de Cérdoba y A. Molina Diaz. “Sensitive determination of adrenaline
by means of a flow-through solid phase UV spectrophotomettic sensing device”. Mikrochim. Acta, 134
(2000) 101.

43. L.F. Capitan Vallvey, M.C. Valencia y E.A. Nicolis. “Monoparameter sensors for the determination of
the oxidants butylated hydroxyanisole and n-propyl gallate in foods and cosmetics by flow injection
spectrometty”. Analyst, 126 (2001) 897.
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validaron la respuesta de los sensores usando el método de adicion de patréon y
comparando los resultados con el método de referencia basado en HPLC. Mir6 y col”
propusieron un optosensor fotométrico para la determinacién de nitrito a niveles traza
mediante la derivatizacién en linea y la interaccién de este detrivado con silica gel,
obteniendo un limite de deteccion de 0.46 ng/ml. con una desviacién estandar inferior al
4% y aplicindolo al analisis de nitrito en muestras de agua. Ortega Barrales y col”
propusieron un optosensor para la determinacion simultinea de dos especies catiénicas

(tlamina y piridoxina) aplicindolo satisfactoriamente al analisis en productos farmacéuticos.

Y en el afio 2002, podemos citar los optosensores fotométricos propuestos pot
Capitan Vallvey y wl* y Ortega Batrales y w/” para la determinacién de butil-
hidroxitolueno en alimentos y cosméticos y para la determinacién simultinea de icido

ascorbico y tiamina en preparados farmacéuticos, respectivamente.

e Optosensores fluotimétricos

En 1999, Ruiz Medina y w.” propusieron un optosensor fluorimétrico para la
determinacién selectiva de pitidoxina usando como fase sensora la resina Sephadex SP-
(25, obteniendo un limite de deteccion de 0.33, 0.67 y 5.70 ng/mL para 2000, 1000 y 250
ul. de muestra respectivamente, aplicindolo satisfactoriamente a la determinacién de esta
vitamina en preparados farmacéuticos. Segura Carretero y col.”’ propusieron un optosensor
fluorimétrico para la determinacién de mercutio a niveles traza en aguas de mar basindose
en la inmovilizacién en una resina neutra del tiocromo formado por la oxidacién de la

tiamina por el Hg(II), obteniendo un limite de deteccién de 3 ng/ml. cuando usaban 4 ml.

44. M. Mir6, W. Frenzel, V. Cerdd y J.M. Estela. “Determination of ultratraces of nitrite by solid-phase
preconcentration using a novel flow-through spectrophotometric optrode”. Anal. Chim. Acta, 437
(2001) 55.

45. P. Ortega Barrales, A.D. Vidal, ML. Fernindez de Cérdoba y A. Molina Diaz. “Simultaneous
determination of thiamine and piridoxine in pharmaceuticals by using a single flow-through biparameter
sensor”. J. Pharm. Biomed. Anal., 25 (2001) 619.

46. L.F. Capitan Vallvey, M.C. Valencia y E.A. Nicolas. “Flow-through sensor for determination of butylated
hydroxytoluene in cosmetics”. Anal. Lett., 35 (2002) 65.

47. P. Ortega Barrales, A. Ruiz Medina, M.L. Fernindez de Cétdoba y A. Molina Diaz. “A flow-through
solid-phase spectroscopic sensing device implemented with FIA solution measurements in the same flow
cell: determination of binary mixtures of thiamine with ascorbic acid or acetylsalicylic acid”. Anal.
Bioanal. Chem., 373 (2002) 227.

48. A. Ruiz Medina, M.L. Femindez de Cérdoba y A. Diaz Molina. “Flow injection solid phase
spectrofluorimetric determination of pyridoxine in presence of group B-vitamins”. Fresenius J. Anal.
Chem., 363 (1999) 265.

49. A. Segura Carretero, ].M. Costa Fernindez, R. Pereito y A. Sanz Medel. “Low-level mercury
determination with thiamine by fluorescence optosensing”. Talanta, 49 (1999) 907.
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/%! propusieron dos optosensotes fluotimétricos, uno pata la

de muestra. Badia y e
determinacién de warfarina en agua obteniendo 2 ng/mL como limite de deteccién y otro
la determinacién de warfarina y carbaril en agua. Y en este mismo afio, Recalde Ruiz y col.”?
propusieron un optosensor fluorimétrico para la determinacién de cianuro basindose en la
disminucién de la emisién fluorescente de un compuesto, retenido en la fase sensora, al
interaccionar con el Cu(Il), de forma que la presencia de cianuro en el medio disminuye la
cantidad de Cu(Il) y por tanto aumenta la emision fluorescente del compuesto retenido,

siendo este incremento de emisién fluorescente directamente proporcional a la cantidad de

cianuro en el medio.

En 2000, Yang y co/” propusieron un optosensor fluotimétrico basandose en el
aumento de la emisién fluorescente que se producia en una fase sensora construida
reteniendo heptakis (2,6-di-O-isobutil)-beta-ciclodexttina en una membrana de PVC
cuando se inyectaba en el sistema de flujo una disolucién de tetraciclina. De esta fotma
desarrollaron un optosensor selectivo pata tetraciclina obteniendo un limite de detecciéon

de 8107 M.

En el afio 2001, Ruiz Medina y e/’ propusieron un optosensor fluotimétrico para
la determinaci6n selectiva y sensible de dipiridamol en preparados farmacéuticos y muestras
biolégicas usando como fase sensora la resina Sephadez QAE A-25, obteniendo un limite

de deteccion de 0.94 ug/L.

50. R. Badia y M.E. Diaz Garcia. “Cyclodextrin-based optosensor for the determination of warfarin in
waters”. J. Agr. Food Chem., 47 (1999) 4256.

51. R. Badia, L. Bruzzone y M.E. Diaz Gatcia. “Fluotimetric flow through sensors for pesticides based on a
“host guest” recognition mechanism”. Quim. Anal., 18 (1999) 114.

52. D.L. Recalde Ruiz, E. Andrés garcia y M.E. Diaz Garcia. “Continuous fluorimetric flow sensor for
cyanide determination”. Quim. Anal., 18 (1999) 111.

53. R.H. Yang, KM. Wang, D. Xiao, X.H. Yang y LD. Zhang. “A selective sensing membrane for the
determination of tetracycline with heptakis(2,6-di-O-isobutyl)-beta-cyclodextrin as the subtrate”.
Microchem. J., 64 (2000) 213.

54. A. Ruiz Medina, M.L. Fernindez de Cérdoba y A. Molina Diaz. “A flow-through optosensing device
with fluorimetric transduction for rapid and sensitive determination of dipyridamole in pharmaceuticals
and human plasma”. Eur. J. Pharm. Sci,, 13 (2001) 385.
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e Optosensores fosforimétricos
Son muy pocos los optosensores fosforescentes propuestos hasta la actualidad.

En 1998, Alava Moreno y col” y Badia y Diaz Garcia™ propusieron un optosensor
fosforimétrico para la determinacién de antraciclinas (daunorubicina, doxorubicina y
epirubinica) en fluidos biolégicos y un bio-optosensor fluotimétrico para la determinacién

de surfactantes aniénicos en muestras de agua, respectivamente.

En 1999, San Vicente de la Riva y w/” propusieron un optosensor fosforescente
selectivo para la determinaciéon de plomo en agua de mar, basindose en la formacién e
inmovilizacién de quelatos de Pb(II), obteniendo un limite de deteccién de 1 ng/mlL. para 2
mL de muestra y aplicando el optosensor propuesto 2 la determinacién de plomo en

muestras de agua de mar que contenian pocos ng/mL de Pb (II).

Y en 2001, Jin y col” propusieron un optosensor fosforimétrico para la medida de

pH basado en el fenémeno de la transferencia de energia.

e Optosensores quimioluminiscentes

En la bibliografia consultada, s6lo ha sido citado un optosensor quimioluminiscente
desarrollado por Song y Wang59 en 2001 para la determinacién de tiboflavina en preparados

farmacéuticos y fluidos biolégicos.

55. F. Alava Moreno, MJ. Valencia Gonzilez y M.E. Diaz Gatcia. “Room temperature phosphorescence
optosensor for anthracyclines”. Analyst, 123 (1998) 151.

56. R. Badia y M.E. Diaz Garcia. “Room temperature phosphotescence flow-through biosensing of anionic
surfactants”. Anal. Chim. Acta, 371 (1998) 73.

57. B. San Vicente de la Riva, ] M. Costa Fernandez, R. Peteiro y A. Sanz Medel. “Flow-through room
temperatute phosphorescence optosensing for the determination of lead in sea water”. Anal. Chim. Acta,
395 (1999) 1.

58. WJ. Jin, ].M. Costa Fernandez y A. Sanz Medel. “Room temperature phosphorescence pH optosensor
based on energy transfer”. Anal. Chim. Acta, 431 (2001) 1.

59. Z.H. Song y L. Wang. “Reagentless chemiluminescence flow sensor for the determination of riboflavin
in pharmaceutical preparations and human urine”. Analyst, 126 (2001) 1393.
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Introduccion

B.1 Generalidades, definicion y caracteristicas de los test de

screening

B.1.1 Generalidades

Hoy dia, tanto para los anilisis clinicos, como el control ambiental y de procesos
industriales se llevan a cabo técnicas analiticas petfectamente establecidas en los
laboratotios de rutina, siendo las mas utilizadas la cromatogtafia liquida de alta resolucién
(HPLC) y la cromatografia de gases-masas (GC-MS). Entre las ventajas de estas técnicas
cabe destacar su selectividad y sensibilidad; sin embargo, se trata de una instrumentacion
cara y sofisticada, que precisa de buena habilidad del operario, instalaciones apropiadas,
ademas de no permitir la monitorizacién “in situ”. En la mayoria de los casos se hace
necesario una etapa de preparacion de las muestras previa al analisis lo que se traduce en un

mayor tiempo de analisis.

Asimismo, debe tenerse en cuenta que en los campos de los analisis clinicos y el
control ambiental, aunque es preciso realizar un seguimiento constante, la mayoria de las
muestras que se analizan en los laboratorios de control no presentan agentes dopantes ni
contaminantes. Ademis, en ciertas ocasiones, no es necesatia la determinacién cuantitativa
sino que es suficiente con una determinacién cualitativa, pues la sola presencia de estas

sustancias es indicio de dopaje o contaminacion.

Todas estas cuestiones, hacen que sea mnecesatio el desarrollo de nuevas
metodologias y métodos de anilisis econémicos, favoreciendo el desarrollo de
instrumentacién sencilla que pueda dar soluciones a los problemas que actualmente se
plantean. Dentro de esta linea, el desarrollo de los “test de dopaje” y “test de
contaminacién ambiental” capaces de proporcionat respuestas binatias “SI/NO” al

problema analitico surgen como un complemento valiosisimo de los métodos de rutina.

La importancia y el potencial de estos test se pone de manifiesto en el inctemento
en el nimero de publicaciones que recoge la bibliografia durante los dltimos 20 afios,
ratificando que en la actualidad constituyen un tema de interés creciente en la Quimica

Analitica.
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Parte B. Metodologias analiticas de screening

B.1.2 Definicién y esquema de funcionamiento

Un test de screening se define como “aquel que es capaz de llevar a cabo la
seleccion de aquellas muestras cuyo contenido es similar o mayor que uno previamente
establecido como umbral”. Por lo tanto, sélo sobre aquellas muestras que probablemente
estén contaminadas serd necesario llevar a cabo un analisis mas exhaustivo, utilizando para
ello una técnica analitica convencional, lo que permitird asi obtener una informacion
analitica mas exacta’. Un esquema de funcionamiento de los test de screening se muestra

en la Figura 4.

MUESTRA

"’ METODO

ANALITICO  =sssssllp Resultados
& CONVENCIONAL
} Confirmacioén
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NQO = FIN =y °'E"
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Figura 4. Esquema de funcionamiento de los test de screening.

B.1.3 Ventajas y caractetisticas mas relevantes de los test de screening

Entre las ventajas de los test de screening se debe destacar su rapidez, simplicidad,
minimizacién de etrores debido a tratamientos previos de la muestra y, muy importante, el
ahotro de tiempo y dinero, pues solamente las muestras que proporcionen una respuesta
positiva al test necesitarin ser confirmadas con otra técnica mas sofisticada, eliminindose

todas aquellas que den respuestas negativas al test.

Realmente, no existen diferencias significativas entre “andlisis” y test de screening’ pero

se pueden detallar algunas caracteristicas relevantes que diferencian un test de un analisis

60. M. Valcircel, S. Cardenas y M. Gallego. “Sample screening systems in analytical chemistry”. Trends Anal.
Chem., 18 (1999) 685.

61. B. San Vicente de la Riva. Tesis Doctoral “Metodologias luminiscentes para la determinacién de metales
toxicos en muestras de interés medioambiental”. Universidad de Oviedo, 2001.
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convencional (véase Figura 5). Si bien todos los test no cumplen todas las caracteristicas, al

menos deben cumplir tres o mas de ellas®’.

La respuesta permite tomar
una decisidon inmediata

Cuando la respuesta al test es Proporcionan respuestas

31, esta m?ces.rca set conﬁrmada Tglsg,T fundamentalmente cualitativas
con una técnica convencional CRESRG sorkqus tarchifi enaitiatins
Son rapidos Requieren un escaso o nulo

pretratamiento de muestra

Figura 5. Caractetisticas mds relevantes de los test de screening.

Una de las caracteristicas mas relevantes de los test es el tipo de respuesta binaria,
esto es SI/NO, asociada a los mismos. De este tipo de respuesta se debe resaltar su
carictet cualitativo. No obstante, puede considerarse que en algunos procesos también
propotcionan cietto caticter cuantitativo, pero, al igual que en las respuestas
ptopotrcionadas por los métodos convencionales, estas respuestas SI/NO también se

encuentran sometidas a errores. Asi podemos destacatr:

e Falsos negativos: Se producen cuando el resultado del test es NO petro
deberia ser SI. Pot ejemplo, una muestra de orina de un deportista que ha
consumido un agente dopante darfa negativo (NO) en el test,
considerindose pot lo tanto que no se ha dopado y sin embargo si lo ha
hecho.

e Falsos positivos: Se producen cuando el resultado del test es SI pero
debetia ser NO. Por ejemplo, un deportista que no ha consumido ningin
agente dopante pero la muestra de orina analizada da positivo al realizatle el

test, considerandose que el depottista se ha dopado y sin embargo no lo ha

hecho.

Es muy importante resaltar que son los falsos negativos los que suponen una mayor

peligrosidad en la aplicacién de los test, por ser muestras que se desecharin sin ser
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Parte B. Metodologias analiticas de screening

analizadas por métodos convencionales a pesar de contener en analito o analitos buscados.
Sin embatgo, los falsos positivos propotcionan, como tnico inconveniente, la necesidad de
su analisis por un método convencional, y por tanto, el gasto de tiempo, reactivos, etc., que

ello conlleva.

B.2 Clasificacion de los test de screening

Segin apatrece tecogido en la bibliografia, los test de screening pueden ser

clasificados atendiendo a diversos critetios®. Asi:
1. Segun el tratamiento previo de la muestra:

a) Test de screening directo. Es el mas simple y el que mejor se cifie a la
definiciéon dada para un test, pues supone la determinacion directa sobre la
muestra sin necesidad de llevar a cabo ningun tratamiento previo de la misma.
Asi, se aplica sobre una alicuota de la muestra, la cual, en el caso de dar una
respuesta positiva (SI), se vera sometida a la confirmacién por un método
convencional de analisis. Dicha confirmacién podra realizarse sobre la misma
alicuota o incluso sobre otra alicuota de la muestra (véase Figura 6).

TEST
DE

SCREENING \
SI

(b)

/NO el Fin

MUESTRA

METODO

ANALITICO sl Resultado
CONVENCIONAL

Figura 6. Esquema de posibilidades para el desarrollo de los test
de screening directo sobre una muestra.
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b) Test de screening con pretratamiento simple. En este caso es necesatio
llevar a cabo un pretratamiento de la muestra antes de proceder a la aplicacion
del test. Generalmente este pretratamiento es rapido, simple y no exhaustivo. Si
la respuesta de la alicuota sometida al mismo proporciona una respuesta
positiva (SI) al test, una segunda alicuota sobre la que probablemente no sera
necesario aplicar dicho pretratamiento, sera confirmada mediante un método

convencional de analisis.

c) Test de screening con pretratamiento total de Ia muestra. Este es el caso
mas desfavorable a la hora de la aplicacién de los test de screening. A diferencia
de los casos antetiores, aqui siempte se trabaja con alicuotas que han sufrido un
intenso tratamiento. Por ende, su aplicacién s6lo seri justificada en aquellas
situaciones en las que los métodos convencionales de analisis conlleven un

coste de equipamiento o mantenimiento excesivamente caro.
2. Segun el estado de agregacion de la muestra:

a) Test de screening en muestras liquidas. Es el mas simple y el que
normalmente se realiza sin pretratamiento de muestra o con tratamiento
simple.

b) Test de screening en muestras gaseosas. En este caso la muestra 2
analizar es un gas y puede o bien sufrir un tratamiento previo y ser
transformada a liquida antes de ser sometida al test o, si el test es sensible a
gases, se usa de forma directa.

c) Test de screening en muestras solidas. En este caso la muestra debe
sufrir un tratamiento exhaustivo y ser transformada en una muestra,

normalmente liquida, antes de aplicarle el test.
3. Segun el sistema de deteccién usado:

a) Test de screening con deteccion idéntica a la empleada en el proceso
analitico convencional.
b) Test de screening con deteccion diferente a la empleada en el proceso

analitico convencional.
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4. Segun el tipo de respuesta binaria proporcionada por el test:

a) Test de screening discriminatorio cuando proporcionan informacién
individualizada de un analito o grupo de analitos.
b) Test de screening global cuando la informacién se refiere a varias

especies consideradas como un tGnico conjunto.

Ademas de estos criterios existen otros y que también se utilizan para la

clasificacién de los test como son:

e Atendiendo a la relacién sefial-analito se clasifican en directos e indirectos.

e En funcién del tipo de sistema de deteccion en dpticos, electroanaliticos, de
masas, etc..

e Segin los métodos convencionales de analisis en independientes o de utilizacion
durante el proceso analitico.

e Segun el formato en convencionales, sensores, kits de test u otros.

B.3 Test de screening para ptincipios activos

Debido al gran nimero de analisis que deben hacerse en los laboratorios de control
de procesos de la industria farmacoldgica, a la importancia del deporte en nuestra sociedad
y al gran nimero de sustancias existentes para la alteracién de las competiciones deportivas,
se hace necesatio el desarrollo de nuevos métodos rapidos, faciles de usar y de bajo costo

para el control de principios activos.

Son muchos los test de scteening desarrollados para el control de principios activos
farmacolégicos principalmente enfocados a la deteccién de éstos en fluidos biolégicos
humanos (otina, sueto, sangte, saliva, etc.) y en animales, consiguiendo pricticamente los
mismos resultados que con los métodos convencionales®® pero abaratando y agilizando su

control, y por tanto, favoreciendo su aplicacion.

62. K.L. Anderson, W.A. Moats, J.E. Rushing y J.M. O’Catroll. “Detection of milk antibiotic residues by use
of screening tests and liquid chromatography after intramammary administration of amoxicilin or
penicillin G in cows with clinical mastitis”. Amer. J. Vet. Res., 59 (1998) 1096.

63. C. Batrett, C. Good y C. Moore. “Compatison of point-of-collection scteening of drugs of abuse in oral
fluid with a laboratory-based utine screen”. Forensic Sci. Int., 122 (2001) 163.
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Los test de screening de principios activos farmacolégicos se pueden clasificar en
funcion del tipo de sistema de deteccion empleado. Asi existen test espectrofotométricos
(colorimétricos), fluorimétricos y los mas relevantes en namero de articulos publicados son

los que se basan en inmunoensayo.

Los test espectrofotométricos se basan en una reaccion selectiva entre un
determinado reactivo y el principio activo o un grupo de principios activos de una misma
familia, de forma que la aparicién de un colot y, pot tanto, del aumento de la absorbancia a
una determinada longitud de onda, indican la presencia por encima de un nivel umbral de

€S€ O €S0S compuestos.

Asi, Yamada y /% desarrollaron un test de screening para el control de
metilendioximetanfetamina y otros compuestos de la misma familia usando una reaccion
selectiva con 4cido cromotrépico en medio sulfirico por la que aparece coloracion rojo-
violeta en disolucién acuosa. Bilia y o/ desarrollaron un test de screening para el estudio
de la accién de principios activos empleados en enfermos de malaria usando
espectofotometria y corroborando la respuesta binatia del test mediante el tadem
HPLC /bateria de diodos/MS. Alston y Ng* desatollaron un test de screening rapido para
el control del 4cido gamma-butirico adaptando el test del hidroxamato férrico para la

deteccion de ésteres a la determinacion de este acido en otina humana.

Sélo se ha encontrado un trabajo publicado en el que se use como sistema de
deteccién la fluorescencia en el desarrollo de un test de screening para el control de
principios activos y fue llevado a cabo por Pagniez y Le Pape” en 2001. En este trabajo
llevan a cabo la evaluacién de un reactivo fluotescente (alamar blue) que responde
selectivamente a un grupo de antihongos (anfotericina, fluconazol, 5-fluorocitosina e

itraconazol) pata el desarrollo de un test de screening.

64. H. Yamada, S. Tkeda wada y K. Oguri. “Highly specific and convenient color reaction for
methylenedioxymethamphetamine and related drugs using chromatographic acid. Application as a drug
screening test”. J. Health Sci., 45 (1999) 303.

65. AR. Bilia, D. Lazar, L. Messori, V. Taglioli, C. Temperini y F.F. Vincieri. “Simple and rapid physico-
chemical methods to examine action of antimalarial drugs with hemin — its application to Attemisia
annua constituents”. Life Sci., 70 (2002) 769.

66. W.C.alston y K. Ng. “Rapid screening test for gamma-hydroxybutyric acid (liquid X) in human utine”.
Forensic Sci. Int., 126 (2002) 114.

67. F. Pagniez y P.Le Pape. “New fluotimetric screening test for possible antifungal drugs”. J. Mycologie
Medicale, 11 (2001) 73.
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Los test de screening basados en el inmunoensayo para el control de principios
activos en fluidos biolégicos humanos y animales son los mas ampliamente desarrollados
en la bibliografia. Asi se encuentran en la bibliografia test basados en reacciones
bioquimicas para salbutamol®, fentanil”, oxitetraciclina, un grupo de penicilinas
(penicilina G, ampicilina y amoxicilina)”', ivermectina™, sulfametazina” y un grupo de

tetraciclinas (tetraciclina, oxitetraciclina y clorotetraciclina)’™.

Ademas, es de resaltar el amplio abanico de test de screening para la deteccién de
forma rapida del abuso y/o consumo de drogas que crean dependencia (cannabinoides,

opiaceos, cocaina, amfetaminas, metanfetaminas, bezodiacepinas, etc.)”"".

B.4 Test de screening para hidrocarburos aromaticos policiclicos

Es evidente que existe una creciente necesidad de control de la presencia de HAPs
en los diversos ambientes en los que se encuentran, principalmente, en los de tipo utbano y
en alimentos, debido a que estin directamente en contacto con el ser humano y a su gran

caracter cancetigeno sobre los seres vivos.

68. C.T. Elliots, G.A. Baxter, S.A. Hewitt, C.J.M. Arts, M. Van Baak, K.E. Hellenas y A. Johanson. “Use of
biosensor for rapid drug residue analysis without sample deconjugation or clean-up: a possible way
forward”. Analyst, 123 (1998) 2469.

69. H. Kaferstein y G. Sticht. “Compatison of nonradiactive microtiter plate enzyme immunoassays for the
sensitive detection of fentanyl”. Forensic Sci. Int., 113 (2000) 353.

70. HJ. Lee, M.H. Lee e LK. Han. “Application of ELISA for the detection of oxytetracycline residue in live
animals”. Asian Australas. J. Anim. Sci., 13 (2000) 1775.

71. HJ. Lee, M.H. Lee e LK. Han. “Application of ELISA for the detection of penicillin antibiotic residues
in live animals”. Asian Australas. J. Anim. Sci., 13 (2000) 1604.

72. SR.H. Crooks, P. Ross, C.S. Thompson y C.T. Elliott. “Detection of unwanted residues of ivermectin in
bovine milk by dissociation-enhanced lanthanide fluoroimmunoassay”. Luminescence, 15 (2000) 371.

73. HJ. Lee, M.H. Lee e LK. Han. “Application of ELISA for the detection of sulphamethazine residue in
live cattle”. Asian Australas. J. Anim. Sci., 14 (2001) 378.

74. H]J. Lee, M.H. Lee, P.D. Ryu, H. Lee y M.H. Cho. “Enzyme-linked immunosorbent assay for screening
the plasma residues of tetracycline antibiotics in pigs”. J. Vet. Med. Sci., 63 (2001) 553.

75. A. Leino, ]. Saarimies, M. Gronholm y P. Lillsunde. “Comparison of eight commercial on-site screening
devices for drugs-of-abuse testing”. Scand. J. Clin. Lab. Inest., 61 (2001) 325.

76. M.T. French, M.C. Roebuck, K.A. McGeary, D.D. Chitwood y C.B. McCoy. “Using the drug abuse
screening test (DAST-10) to analyze health setvices utilization and cost for substance users in a
community-based setting”. Subst. Use Minuse, 36 (2001) 927.

77. J.R. Knight, L. Sherritt, L.A. Shrier, S.K. Harris y G. Chang. “Validity of the CRAFFT substance abuse
screening test among adolescent clinic patients”. Arch. Pediatr. Adolesc. Med., 156 (2002) 607.
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En la actualidad, la mayotia de los test de screening propuestos para la deteccion y
estudio de la genotoxicidad de los HAPs estin basados en interacciones de tipo bioquimico

entre éstos y ciertos genes, bactetias o incluso embriones animales.

En 1988, Matsumoto'® empez6 a utilizar los embtiones de pollos para el estudio de
la genotoxicidad de especies apolares (HAPs), esto sirvi6 de base para el desarrollo de un
test de screening denominado “Chick Embryotoxicity Screening Test” conocido por sus
siglas CHEST™®". Este test es uno de los mis utilizados para la determinacion y estudio de
la genotoxicidad de los HAPs y es, de todos los test de screening de HAPs, el mas

ampliamente citado y utilizado en la bibliografia®*.

Ademis del CHEST existe otro test de screening de propiedades parecidas pero
que en vez de embriones animales utiliza una bacteria, en concreto la bacteria de la
salmonela. Este test fue desctito por Matvin y co/* en 1995 y le denominaron “Salmonella

microsome test” o “Ames Test”. Este test de screening también ha sido ampliamente

78. H. Matsumoto. “Chemical charactetization of a polar portion in the neutral fraction derived from
airborne particulate extracts responsible for the embryotoxicity in the chicken embryo”. J. Toxicol.
Environ. Health 24 (1988) 533.

79. B. Brunstrom, D. Broman y C. Naf. “Embryotoxicity of polycyclic aromatic hydrocatbons (PAHs) in
three domestic avian species, and of PAHs and coplanar polychlorinated biphenyls (PCBs) in the
common eider”. Enviton. Pollut., 67 (1990) 133.

80. B. Brunstrom, D. Broman y C. Naf. “Toxicity and EROD-inducing potency of 24 polycyclic aromatic
hydrocarbons in chick embtyos”. Arch. Toxicol., 65 (1991) 485.

81. B. Brunstrom. “Embryolethality and induction of 7-ethoxyresorufin-o-deethylase in chick embryo by
polychlotinated biphenyls and polycyclic aromatic hydrocarbons having an Ah receptot affinity”. Chem.
Biol. Interact., 81 (1991) 69.

82. 1. Maltova, M. Machalaca, K. Nezveda, M. Granatova y Z. Nevorankova. “Biochemical screening of
highly toxic aromatic contaminants in river sediment and compatison of sensitivity of biological model
system”. Chemosphere, 30 (1995) 1363.

83. S.E. Ottinger, K. Mayura, SL. Lemke, K.S. McKenzie, N.Y. Wang, LF. Kubena y T.D. Phillips.
“Utilization of electrochemically generated ozone in the degradation and detoxication of
benzo[a]pytene”. J. Toxicol. Environ. Health PT A, 57 (1999) 565.

84. B. Binkova, D. Vesely, D. Vesela, R. Jelinek y R.J. Sram. “Genotoxicity and embriotoxicity of urban air
particulate matter collected during winter and summer period in two different districts of the Czech
Republic”. Mutat. Res.-Genet. Toxicol. E. M., 440 (1999) 45.

85. K. Mayura, H.J. Huebner, M.R. Dwyer, K.S. McKenzie, K.C. Donnelly, L.F. Kubena, T.D. Phillips.
“Multi-byoassay approach for assessing the potency of complex mixtures of polycyclic aromatic
hydrocatbons”. Chemosphere, 38 (1999) 1721.

86. C.H. Marvin, ].A. Lundrigan, B.E. McCarry y D.W. Bryant. “Determination and genotoxicity of high
molecular mass polycyclic atomatic hydrocarbons isolated from coal-tar-contaminated sediment”.
Environ. Toxicol. Chem., 14 (1995) 2059.
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empleado en el campo del estudio de los HAPs®¥

estudio de mezclas de HAPs®.

y se ha comparado con el CHEST en el

En el afio pasado, McCoy y co/* han propuesto un nuevo test de screening para el
estudio de la genotoxiciad de los HAPs, usando un gen, el citocromo P450, como
biomarcador de HAPs. Este test recibe el nombre de “Human Reporter Gene System” y se

conoce por las siglas HRGS.

Como se puede observar estos test estin basados en interacciones bioquimicas v,
por tanto, estin mas enfocadas al estudio de la genotoxicidad de los HAPs que en su
deteccion y/o determinacién. Ademis, debido a sus caracteristicas bioquimicas, necesitan
de un especialista para su utilizacién y debido al tipo de moléculas que se usan suelen ser

sistemas costosos.

Para solventar estos problemas, en la bibliografia apatecen otros test basados en
teacciones o determinaciones quimicas, que simplifican y abaratan el uso de los test de
screening para el control de HAPs pero el nimero de trabajos encontrados en la
bibliografia es escaso. Asi, en 2000, Buratti y w/” proponen un test de screening para la
discriminacién entre fumadores y no fumadores basado en el control de la especie quimica
1-hidroxipireno en orina. Y en 2001, Bessant y c0ol” utilizan la espectroscopia de
fluorescencia sincrénica combinada con métodos quimiométricos para el desatrollo de un

test de screening rapido para el control de HAPs en la transformacién de aceites.

87. 8. Kevekordes, . Porzig, T. Gebel y H. Dunkelberg. “Combined effects in mutagenicity of halogenated
aliphatic hydrocarbons and polycyclic aromatic hydrocarbons in Salmonella TA98 and TA 100”. Zbl.
Hyg. Umweltmed., 200 (1998) 531.

88. D.L. McCoy, ]J.M. Jones, J.W. Anderson, M. Harmon, I. Hartwell y J. Hameedi. “Distribution of
cytochrome P450 1Al-inducing chemicals in sediments of the Delaware River-Bay system, USA”.
Environ. Toxicol. Chem., 21 (2002) 1618.

89. M. Butatti, O. Pellegtino G. Brambilla y A. Columbi. “Urinary excretion of 1-hydroxypyrene as a
biomarker of exposure to polycylic aromatic hydrocarbons from different sources”. Biomarkers, 5 (2000)
368.

90. C. Bessant, L. Ritchie, S. Saini, B. Pahlavanpour y G. Wilson. “Chemometric evaluation of synchronous
scan fluorescence spectroscopy for the determination of regulatory conformance and usage history of
insulation oils”. Appl. Spectrosc., 55 (2001) 840.
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Introduccion

C.1 Aspectos generales

La instrumentacién que se utiliza en el desarrollo de optosensores es practicamente
igual a la que se utiliza para llevar a cabo medidas de luminiscencia en instrumentos
convencionales pero afladiendo ciertas patticularidades que hacen posible la utilizacion de

sistemas de flujo y el acoplamiento de la fase sensora al instrumento.

Hoy en dia se pueden encontrar en la literatura numerosas referencias relativas a la
instrumentacién empleada en andlisis quimico para llevar a cabo medidas de
luminiscencia’™®, siendo una de las mas actualizadas en cuanto a los avances acaecidos en
los dltimos afios la correspondiente a Segura Catretero y wl.”” que dedican un capitulo del
libro “Fosforescencia Molecular Analitica: Una aproximacion pricica” a la instrumentacion

empleada para llevar a cabo medidas de luminiscencia.

Para adquirir datos luminiscentes son necesatios una serie de componentes basicos:
una fuente radiante para la excitaciéon, un selector de longitud de onda de excitacion, un
compartimento para la muestra, un dispositivo para seleccionar la longitud de onda de
emisién y un sistema de deteccion (véase Figura 7). En el caso concreto de los sensores
fluorescentes, los componentes son los mismos aunque con ciertas patticularidades (uso de

fibra 6ptica, cambio en el compattimento de muestra, detectores multicanal, etc.).

En este apartado de la introduccion se van a abordar los componentes basicos en el
desarrollo de sensores fluorescentes, destacando las aportaciones mas recientes recogidas

en la bibliografia, indicando sus aspectos positivos y negativos.

91. RJ. Hurtubise, G.D. Christian y J.B. Callis. “Trace analysis: spectroscopic methods for molecules”.
Wiley-Interscience, 1986, Nueva York.

92. T. Vo-Dinh. “Room-temperature phosphotimetry for chemical analysis”. Wiley-Interscience, 1984,
Nueva York.

93. R.J. Hurtubise. “Solid-surface luminescence analysis”. Marcel Dekker, 1981, Nueva York.

94. G.W. Ewing. “Analytical instrumentation handbook” 21d edn. Macer Dekker, 1997, Nueva York

95. D.A. Skoog, F.J. Holler y T.A. Nieman. “Principios de analisis instrument ” 5% edn. Mc-Graw Hill,
2000, Madnd.

96. H. Giinzler y A. Williams. “Handbook of analytical techniques”, 1* edn. Wiley-VCH, 2001.

97. A. Segura Catretero, J.F. Fernandez Sanchez y J. Rodriguez Fernandez. “Capitulo IIT: Instrumentacion”
del libro A. Fernandez Gutiérrez y S.G. Schulman (Eds) “Fosforescencia Molecular Analitica: Una
Aproximacién Prictica”. Editorial Universidad de Granada, 2001, Granada.
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Selector de
longitud de onda
de emision
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de excitacion

Fuente

Registrador

Figura 7. Diagrama de bloques general para los componentes de
instrumentos para llevar a cabo medidas de luminiscencia.

C.2 Fuentes de excitacion

C.2.1 Lamparas convencionales

Hoy dia, las fuentes mas usadas en instrumentacién luminiscente para la medida de
fluorescencia son la lampara de arco de xenén (limpara de descarga de gas) y la limpara de
mercurio de alta presién. De las dos lamparas, la de arco de xenén es la que se usa con mas
frecuencia debido a su emisién continua en la regién ultravioleta-visible” (véase Figura 8)
mientras que la limpara de mercutio de alta presién se utiliza cuando las especies

luminiscentes pueden excitarse con una de las lineas de emisién del mercurio.

Figura 8. Limpara de arco de Xenon.
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C.2.2 Lasetes

Los laseres presentan grandes ventajas como su gran intensidad, alto grado de
monocromaticidad y coherencia espacial con respecto a las lamparas convencionales. En
1981, Wright e# a/” compararon la capacidad teérica de una limpara de arco de xenén y un

laser como fuentes de excitacidén en fluorimetria.

En general, un liser es mas eficiente que una limpara de arco de xenén ya que la
anchura de la linea de emisién de la fuente liser es habitualmente mas estrecha que la
anchura de la absorcién y todos los fotones que inciden sobre la muestra tienen la

posibilidad de ser absorbidos.
C.2.3 Diodos fotoemisivos.

Los diodos fotoemisivos, también llamados diodos de emision de luz, son mas
conocidos por sus siglas inglesas LED (“Light Emission Diode”). Aunque parecen bombillas
diminutas, son realmente diferentes a éstas tanto en su fabticacién como en la forma en la
que producen luz y son fuentes muy fidedignas de luz que, en funcién de su configuracién,

pueden satisfacer diferentes aplicaciones.

Un diodo es un simple y diminuto dispositivo electrénico que limita la direccion
que los electrones pueden tomar en un circuito electrénico. Los LEDs son un tipo especial
de diodos, formados basicamente por cuatro componentes: una estructura de plomo, una
uni6n positivo-negativa o unién p-n (que generalmente esta fabricada con galio combinado
con arsénico, foésforo, aluminio o indio), cable para las conexiones y todos estos
componentes encapsulados en una base epoxy. La base epoxy que reviste los componentes
electrénicos del diodo fotoemisivo es una resina s6lida cristalina irrompible que los hace
indestructibles y por tanto, favorece la longevidad de los LEDs, posibilitando una duracion

de 10 afios o mas funcionando constantemente”.

La intensidad de luz que producen los LEDs se mide en milicandelas y es siempre

funcién de la corriente entrante en el LED, tal y como expresa la Figura 9.

98. J.C. Wright, G.M. Hieftje, J.C. Travis y F.E. Lytle. “Lasers in chemical analysis”. Humana Press, 1981,
Clifton.
99. http://www.glow-bug.com/products/faq.html
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Figura 9. Dependencia de Ia intensidad luminica de un LED
con Ia intensidad de corriente.

Hoy en dia los LEDs se comercializan en dos tamafios: T-1 (3 mm) y T-1 % (5

mm), y son de dos tipos:

o LED en dngulo recto (“Right Angle LED” o RA LED): véase la Figura 10*
®  Barras de lug: véase la Figura 10b.

(@) (b)

Figura 10. Diodos fotoemisivos: a) LEDs en dngulo recto; b)
LED:s tipo barra de luz de cuatro unidades.

Ambos LEDs comerciales estin disponibles para todas las longitudes de onda del
espectro visible (rojos, naranjas, amarillos, verdes, turquesas y azul) e incluso blancos

(basicamente LEDs azules dopados con un fosforésforo).

Por lo comentado, los LEDs son un nuevo dispositivo, sencillo, barato y cémodo que
permite excitar un compuesto quimico a una determinada longitud de onda y debido a su

pequefio tamafio y versatilidad son de uso reciente para el desarrollo de sensores.
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Ademas de los LEDs existen otros diodos fotoemisivos que usan compuestos
organicos en su fabricacién, los llamados diodos fotoemisivos otganicos y conocidos pot

sus siglas en inglés “Organic Light Emitting Diodes” OLED'™'%.

C.3 Selectores de longitud de onda

Los componentes 6pticos usados para la seleccién de la longitud de onda en
trabajos luminiscentes son pricticamente los mismos que los usados en analisis pot
absorcién ultravioleta-visible. Por tal motivo, en las préximas dos secciones sobre filtros y
monocromadores, solo se dari una visién global de estos dos dispositivos de seleccion de

longitudes de onda.
C.3.1 Filtros

Los filtros son el sistema mas sencillo de seleccién de longitudes de onda de

excitacion y de emision.

La Figura 11 muestra las caracteristicas de transmisién de filtros comunes de
absorci6n y de interferencia. En general, los filtros se catalogan por la longitud de onda a la

cual se obtiene la transmisién maxima y pot su ancho de banda efectivo.

Frecuentemente, los filtros se usan para minimizar el ruido de fondo de las redes de
los monocromadores y ambos tipos de filtros se pueden usar en la seleccion de las

longitudes de onda.

100.Y. Hamada, T. Sano, K. Shibata y K. Kuroki. “Influence of the emission site on the running durability of
organic electroluminescent devices”. Jpn. ] Appl. Phys., 34 (1995) 1.824.

101.]. Shi y C.W. Tang. “Doped otganic electroluminescent devices with improved stability”. Appl. Phys.
Lett., 70 (1997) 1665.

102. T. Wakimoto, Y. Fukuda, K. Nagayama, A. Yokoi, H. Nakada y M. Tsuchida. “Organic EI cells using
alkaline metal-compounds as electron injection matetials”. IEEE Trans. Electron. Dev., 44 (1997) 1245.

103. M.A. Baldo, D.F. O'Brien, Y. You, A. Shoutstikov, S. Sibley, M.E. Thompson y S.R. Forrest. “Highly
efficient phosphorescent emission from organic electroluminescent devices”. Nature 395 (1998) 151.

104.M.A. Baldo, S. Lamansky, P.E. Burrows, M.E. Tompson y S.R. Forrest. “Very high-emitting devices
based on electrophosphorescence”. Appl. Phys. Lett., 75 (1999) 4.

105.T. Tsutsui, M.J. Yang, M. Yahiro, K. Nakamura, T. Watanabe, T. Tsuji, Y. Fukuda, T. Wakimoto y S.
Miyaguchi. “High quantum efficiency in organic light-emitting devices with iridium-complex as a triplet
emissive center”. Jpn. J. Appl. Phys., 38 (1999) L1502.

106.T. Watanabe, K. Nakamura, S. Kawami, Y. Fukuda, T. Tsuji, T. Wakimoto, S. Miyaguchi, M. Yahiro,
M.J. Yang y T. Tsutsui. “Optimization of emitting efficiency in organic LED cells using It complex”.
Synthetic Metals, 122 (2001) 203.
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Figura 11. Anchura de banda efectiva para dos tipos de filtros.

C.3.2 Monocromadores

Un monocromador produce un haz de radiacién de estrecho paso de banda lo cual
permite que la longitud de onda se pueda variar. Los elementos fundamentales de un
monocromador son una rendija de entrada, un elemento dispersante y una rendija de salida.

El elemento de dispersion puede set una red de difraccién o un prisma.

Las redes de difracciéon pulimentadas son las mas usadas en los instrumentos de
luminiscencia. Las ranuras de la redes estin aluminizadas y tienen la pendiente precisa para

difractar la maxima cantidad de radiacién para un determinado 4ngulo.

Los montajes mas comunes para monocromadores en los luminémetros
cometciales son dos: el montaje Ebett y el montaje Czerny-Turner. En estos montajes, la
red de difraccién va girando para cambiar la longitud de onda de salida mientras que el

angulo entre el rayo incidente y el difractado permanece constante.

La Figura 12a muestra el disefio de un monocromador de red comun y la Figura 12b
muestra la luz que incide sobre un detector cuando éste se coloca en la rendija de salida del

monocromador y se gira la red de difraccion.
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Espejos
concavos

_—

Red de difraccion

Rendija Rendija
de entrada (a) de salida

Ancho de banda
efectivo

Potencia radiante
=
~
o

A-AL A A+AD
Ajuste del
Monocromador (A)

(®)

Figura 12. a) Esquema de un monocromador de red (A,> \g). b) Intensidad de
una rendija de salida cuando el monocromador se ajusta desde \-A)\. a A+A\.

C.4 Fibras 6pticas

Una fibra optica es un material dieléctrico transparente a la energia
electromagnética'”’. Como puede verse en la Figura 13, en el caso mas sencillo (fibras de
salto de indice), la fibra 6ptica estd constituida por dos cilindros concéntricos: el nucleo
central de indice de refraccién n,, por donde se propaga la luz, y la capa o matetial de

revestimiento que se encuentra recubtiendo este nicleo y, cuyo indice de refraccion n,, es

107. R.G. Seippel. “Fiber Optics”. Reston Publishing Company Inc., 1987, USA.
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inferior al del nicleo e impide que la mayor parte de la luz se pierda al exterior. También, y
aunque no es esencial, suele recubrirse la fibra por una vaina o funda externa, generalmente
plastica, que proporciona a la fibra proteccién mecanica y térmica. La propagacién de la luz
a través de la fibra 6ptica tiene lugar mediante el fenémeno de reflexion total de la luz en el
interior del nucleo, lo que ocutre como consecuencia de que n,<n, (Figura 14).

Capa o revestimiento Vaina

()

Nucleo central ‘

(ny) l

Figura 13. Partes de una fibra optica.

Figura 14. Transmision de Ia radiacion en una fibra dptica..

Los materiales utilizados para la produccién de las fibras épticas deben ser flexibles
y muy transparentes. Las primeras fibras opticas fabricadas tenian el nicleo de vidrio. Hoy
en dia se preparan de otros matetiales como de silice fundida (para poder trabajar en la

zona del UV) o ciertos plasticos como poli(metactilato) de metilo.
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Existe una gran variedad de fibras Opticas en lo referente a estructura, geometria y
materiales empleados. FEstas variables van a determinar sus caracteristicas de
funcionamiento (atenuacién, dispetrsién) asi como sus propiedades fisicas (indice de
refraccién), Gpticas y espectroscopicas. Una clasificacion general de las fibras y sus perfiles
del indice de refraccién ha sido dada por Yeh'”. Los tres tipos fundamentales de fibras

opticas son los siguientes (Figura 15):

Petfil del indice

o Fibra 6ptica
de refraccion P

(@)

®)

" Sr

© | = LN NN

Figura 15. Tipos fundamentales de fibras dpticas: a) fibras de salto de
indice, b) fibras de indice graduado, c) fibras monomodo.

o Fibra de salto de indice o multimodo. En ellas pueden penetrar rayos con angulos de

incidencia distintos, de modo que los rayos que avanzan segun ingulos mayores

108. C. Yeh. “Handbook of Fiber Optics. Theoty and Applications”. Academic Press, 1990, Nueva York
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respecto al eje de la fibra recorren distancias mayores y sufren cierto retraso. La
velocidad maxima de transmision y la longitud util de la fibra estin muy

limitadas porque al cabo de cierta distancia, la sefial se atentia (Figura 15a).

o Fibras multimodo de indice graduado. En las que al vidrio se afladen ciertas
impurezas, tales como 6xido de boro o di6xido de germanio, con el objeto de
que el indice de refraccion varie de forma parabdlica segin el petfil transversal
de la fibra, desde el interior del nicleo hasta la supetficie que limita con el
tevestimiento. De esta forma se consigue que todos los rayos tengan la misma

velocidad neta a través de la fibra (Figura 15b).

o Fibras monomodo. Estas fibras Opticas tienen un ndcleo de un didmetro
extraordinariamente pequefio (1 pm) de manera que la luz sélo puede
propagarse segun un unico angulo de incidencia. Estas fibras permiten que
Unicamente el rayo con un ingulo de incidencia caracteristico sea capaz de

atravesarla, quedando absorbidos todos los demas (Figura 15¢).

C.5 Compartimento de muestra

El compartimento de muestra que se usa en el desatrollo de sensores va a depender
del tipo de sensor. Asi, en los optrodos, no existe compartimento de muestra propiamente
dicho, pues la fase sensora estd soportada sobre el extremo de las fibras pticas que
provienen de los selectores de longitud de onda y para llevar a cabo la medida, se sumerge

directamente sobre la muestra.

En el caso de los optosensores de fibra optica, el compartimento de muestra
consiste en una celda de flujo, a la cual llegan las fibras épticas provenientes de los
selectores de longitud de onda. Y para los optosensotes convencionales, el compartimento

de muestra es el compartimento de muestra convencional del equipo cometcial usado.
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C.6 Detectores y sistemas de deteccion

C.6.1 Fototubos y tubos fotomultiplicadores

Los fototubos son sistemas de deteccién que constan de un catodo semicilindtico y
un 4nodo de filamento encerrados herméticamente en un recipiente transparente, en el que

se ha hecho el vacio.

Anodo
Catodo ~ C /
N < Haz de fotones
Cubeta de vidtio ™
d =
o de cuarzo Electrones
Amplificador
de dc y dispositivo
de lectura
90 Vdc
11
- +

Figura 16. Fototubo y su circuito complementario.

La Figura 16 muestra la forma de un fototubo y su circuito complementatio. Estos
dispositivos independientes no se solian usar como sistemas de deteccién en los
espectroluminémetros comerciales, sin embargo, en los dltimos afios, debido a la
miniaturizacién, simplificacién y abaratamiento de los sistemas de medida, se ha llegado a

sustituir el tubo fotomultiplicador por un simple fototubo.

Los tubos fotomultiplicadores son detectores formados por varios fototubos
conectados en serie. Son los mas usados tanto en fluorescencia como en fosforescencia.
Este tipo de detectores, que se esquematiza en la Figura 17, tienen una construccion similar

a la de los fototubos pero son mucho mas sensibles.
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Figura 17. Diagrama de un tubo fotomultiplicador. a) Seccion transversal
del tubo, b) circuito eléctrico.

Una de las caracteristicas mas importantes de los tubos fotomultiplicadores es su
sensibilidad relativa como funci6n de la longitud de onda, por lo que un factor a tener en

cuenta es la vatiacién de la eficacia de los tubos fotomultiplicadores en ciertas regiones de
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longitudes de onda. Esto tiene como consecuencia que los espectros que se obtienen no

son los especttos reales y por esto varian entre instrumentos.
C.6.2 Detectores multicanal: dispositivo de acoplamiento de catga

El uso de los detectores multicanal en espectromettia de luminiscencia comienza en
la década de los ochenta y atin est4 en desarrollo en la actualidad. Los modernos detectores
multicanal constan de una serie de pequefios elementos fotoeléctricos en un tnico chip
semiconductor, que contiene los circuitos electrénicos que hacen posible la determinacion

- = . 3 4 ¥ 1
de la sefial eléctrica, ya sea secuencialmente o simultineamente ”,

La mayor ventaja de los detectores multicanal es su potencialidad en las medidas
luminiscentes. Por ejemplo, si los tiempos de obsetvacién total empleados son iguales, la
relacién sefial/ruido obtenida usando N detectores para observar simultineamente N
canales es N'/2 mayor que la obtenida empleando un detector sencillo para obsetvar N
canales secuencialmente. Ademis, el tiempo requerido para N detectores observando
simultineamente N canales para obtener una telacion sefial/ruido dada es un factor N
veces menor que el requetido para un detector sencillo observando secuencialmente N
canales. Normalmente toda la ventaja del multicanal nunca se alcanza debido a que no se

llega a las condiciones ideales .

Existen diferentes tipos de detectores de imagen cometcialmente disponibles'" " y

en la actualidad los dispositivos de acoplamiento de carga (CCD) son los detectores

multicanal mas empleados en la construccion de sensores fluorescentes.

Los dispositivos de acoplamiento de carga se aproximan a las caracteristicas de

funcionamiento de los tubos fotomultiplicadores y, ademis, tienen la ventaja de set

109.].D. Ingle y S.R. Crousch. “Spectrochemical Analysis”. Prentice Hall, 1988, Englewood Cliffs, NJ.

110. G.D. Christian, ].B. Callis, E.R. Davidson y E.L. Wehry. “Modetn Fluotescence Spectroscopy”. Plenum
Press, 1981, Nueva York.

111.Y. Talmi. “Applicability of TV-Type multichannel detector to spectroscopy”. Anal. Chem. 47 (1975)
658A.

112. A. Talmi, D.C. Baker, ].R. Jadamec y W.A. Saner. “Fluorescence spectrometry with optoelectronic image
detectots”. Anal. Chem. 50 (1978) 936A.

113.Y. Talmi. “Spectrophotometry and spectrofluorometry with the self-scanned photo-diode array”. Appl.
Spectrosc., 36 (1982) 1.

114.Y. Talmi. “Multichannel image detectors”. ACS Symposium Seties, American Chemical Society, 1979,
Washington, DC.

115.T. Talmi. “Multichannel image detectors”. ACS Sympostum Setries, American Chemical Society, 1983,
Washington, DC.
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multicanal y bidimensionales. Por ello, este tipo de detectores se estd empezando a usar
cada vez mais, siendo la forma de trabajar de los dispositivos de acoplamiento de catga

semejante a la de una pelicula fotografica.

La Figura 18 corresponde a un plano transversal de uno de los pixeles que

componen este dispositivo.

S5V 10V hv
Electrodos

Aislante de SIO, —P ©

+ +
JF\+ ’
Silicio # dopado /

- Sustrato

Figura 18. Seccion transversal de un pixel.

En este caso el pixel dispone de dos electrodos conductotes que se sitian por
encima de la capa aislante de silice. La capa de silice separa los electrodos de una regién de
silicio 7-dopado constituyendo un condensador semiconductor de éxido de metal, que
almacena las cargas formadas, mientras la radiacién incide sobre el silicio dopado. Cuando
se aplica una carga negativa a los electrodos, se crea una regién de inversién de carga bajo
éstos que es muy favorable al almacenamiento de huecos. Los huecos méviles, creados por
la absorcién de fotones, migran y se recogen en esta region. Esta region es capaz de
mantener de 10° a 10° cargas antes de que pase al préximo pixel. La cantidad de carga
generada durante la exposicion a la radiacién se mueve hasta un amplificador sensible a la

carga para su medida.

El detector CCD esta formado, tipicamente, por 512 x 320 pixeles dispuestos en
serie (Figura 19). En este dispositivo, el semiconductor esta formado por silicio tipo py el
condensador est4 polatizado positivamente, de manera que los electrones formados por la
absorcién de radiacién se recogen en el pozo debajo del electrodo, mientras que los huecos
migran desde la capa tipo # hasta el sustrato. Para medir la carga acumulada se utiliza un
circuito trifasico de reloj para desplazar gradualmente la carga hacia la derecha del registro

del desplazamiento, de elevada velocidad, entonces las catgas se transfieren hacia abajo al
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preamplificador y después al dispositivo de lectura. De esta manera, se completa un barrido

fila por fila de la supetficie del detector. En este caso, la lectura neutraliza la carga

acumulada.

Los dispositivos de acoplamiento de carga ofrecen la ventaja de una mayor sensibilidad
para bajos niveles de luz, mientras que, en algunos casos, la naturaleza destructiva de su
proceso de lectura es una desventaja. Sin embatgo, las camaras CCD se estan utilizando

cada vez mas en el disefio de sensores de fibra 6ptica.

< 512 —>
Registro de
520 velocidad
Sobre el chip
preamplificador

Salida trifasica o1
de reloj ¢2

(almacenamiento) 03 ?
l‘/Enttada optica

Electrodo metalico

(puerta)

; . - Aislante
_________ , 0000 -ae——-—-- (810,)

Silicio tipo p
“Pozo” de

potencial
(b)

Figura 19. Dispositivo de acoplamiento de carga. a) Dispositivo de 512x320
pixeles; b) esquema de cuatro de los detectores individuales.
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Tntroduccion

D.1 Introduccion a las redes neuronales artificiales

Las redes neuronales artificiales (ANNs; Artificial Neural Networks) son sistemas
paralelos para el procesamiento de datos, inspirados en el modo en el que las redes de
neuronas bioldgicas del cerebro procesan éstos, es decit, que se han intentado plasmar los

aspectos esenciales de una neurona real a la hora de disefiar una neurona “artificial”.

Estos modelos tealizan una simplificacién, averiguando cuales son los elementos
relevantes del sistema, bien potque la cantidad de informacién de que dispone es excesiva o
bien potque es tedundante. Una eleccion adecuada de sus caracteristicas, mas una
esttuctura conveniente, es el procedimiento convencional utilizado para construir redes

capaces de realizar una determinada tarea.

Es de prever que dichas ANN’s tengan caracteristicas similares a las del cerebro, con lo

cual:

e Seran robustas y tolerantes a fallos.

e Seran flexibles. El cerebro se adapta a nuevas circunstancias mediante el
aprendizaje.

e Podrin trabajar con informacién botrosa, incompleta, probabilistica, con ruido
o inconsistente.

e Serin altamente paralelas. El cerebro estd formado por muchas neuronas
interconectadas entre si y es, precisamente el comportamiento colectivo de todas

ellas, lo que caractetiza su forma de procesar la informacion.

El punto clave de las ANNs es la nueva estructuracién de estos sistemas para el
procesamiento de informacién y, a pattit de esta informacién como ejemplo, las ANNs
aptenden. Aprender en sistemas bioldgicos involucra la modificacion de la

interconectividad entre las neuronas; este concepto también es cierto para las ANNSs.
D.1.1 Analogia biolégica

Como ya se ha introducido, las ANNs tienen su punto de origen en el sistema
nervioso animal. El pionero en la comprensién del funcionamiento del cerebro fue Ramén

y Cajal quien, en 1899, introdujo la idea de neuronas como constituyentes basicos de la
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estructura cerebral. Su principal caracteristica observable es la interconectividad, recibiendo
sefiales de las demas neuronas de su entorno a través de las dentritas. Esto produce una
senal de salida que depende de los valores de todas las sefiales de entrada y que pasa a las
demas neuronas a través de una fibra ramificada en conexiones sinipticas llamada axén

(véase la Figura 20).

Ramificaciones
axonales

Dentritas

(
s 11

Sinap sis

Figura 20. Neurona y conexiones sindpticas.

Se estima que el cerebro humano contiene cerca de 0.1 billén (10") de neuronas y
de alrededor de 100 billones (10" ) de conexiones sinapticas mientras que estudios
anatoémicos del cerebro indican mas de 1000 sinapsis a la entrada y salida de cada neurona.
A pesar de que su velocidad es entre cinco y seis 6rdenes de magnitud menor que la de una
puerta logica, la enorme conectividad hace al cerebro animal mis poderoso en

determinadas tareas que el mejor de los supercomputadores.

Anilogamente, en una ANN las seflales de entrada se introducen por medio de una
capa de nodos o neuronas de entrada, cada una de las cuales esti unida a otras
denominadas neuronas ocultas, dispuestas en capas, y que irdn a su vez conectadas a los
nodos de salida. Puede haber vatias capas de nodos ocultos, aunque por simplicidad en la

Figura 21 s6lo se muestra una.
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Figura 21. Red neuronal artificial tipica.

D.1.2 La neurona artificial

Si se tienen N neuronas, podemos ordenarlas arbitrariamente y designarlas como
unidades. Su trabajo es simple y Gnico y consiste en recibir las entradas de las células
vecinas y conectadas a ella y calcular un valor de salida, el cual es enviado a todas las células

restantes (véase Figura 22).

Funcion de

activacion

Figura 22. Neurona artificial.

Se conoce como capa o nivel 2 un conjunto de neuronas cuyas entradas provienen
de la misma fuente (que puede ser otra capa de neuronas) y cuyas salidas se dirigen al
mismo destino (que puede ser otra capa de neuronas). De esta manera se pueden destacar

tres tipos de unidades (véase Figura 21):

= Las unidades de entrada reciben sefiales desde el entorno (son sefiales que

proceden de sensotes o de otros sectores del sistema).
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<= Las unidades de salida envian la sefial fuera del sistema (son sefiales que pueden
controlar directamente potencias u otros sistemas).
" Las unidades ocultas son aquellas cuyas entradas y salidas se encuentran dentro

del sistema (son sefiales que no tienen contacto con el exterior).
D.1.3 Conexiones entre neuronas

Las conexiones que unen a las neuronas que forman una red neuronal attificial,

tienen asociado un peso, que es el que hace que la red adquiera conocimiento.

Consideremos _y,como el valor de salida de una neurona 7 en un instante dado. Una
neurona recibe un conjunto de sefiales que le dan informaci6én del estado de activacién de
todas las neuronas con las que se encuentra conectada. Cada conexién (sinapsis) entre la
neurona 7 y la neurona ; estd ponderada por un peso w, Normalmente, de forma
simplificada, se considera que el efecto de cada sefial es aditivo, de tal forma que la entrada
neta que recibe una neurona (potencial postsinaptico) #ef, es la suma del producto

individual por el valor de la sinapsis que conecta ambas neuronas:

N
ﬂelj=Zwﬁ-yi
H

Esta regla muestra el procedimiento a seguir para combinar los valores de entrada a
una unidad con los pesos de las conexiones que llegan a esa unidad y es conocida como

regla de propagacién.
D.1.4 Definiciones de redes neuronales artificiales

La definicién mas general considera una ANN como un entramado o estructura
formada por muchos procesadotes simples llamados nodos o neuronas, conectados pot
medio de canales de comunicacién o conexiones. Cada una de ellas tiene una cantidad de
memoria local, operando solamente con sus datos locales y sobre las entradas que recibe a

través de esas conexiones.

Las ANNSs llevan asociadas algun tipo de regla de aprendizaje o entrenamiento

particular, por la cual, esas conexiones se ajustan segin los ejemplos proporcionados. En

96



Introduccion

otras palabras, las ANNs aprenden a pattir de ejemplos y muestran alguna capacidad para

generalizar mas alla de esos datos mostrados.

Otras definiciones de ANNSs aparecidas en la bibliografia son:

* “Una red neuronal es un sistema compuesto de muchos elementos simples de

D.2

proceso operando en paralelo cuya funcién esta determinada por la estructura de la
red, los pesos de las conexiones y el procesado realizado en los elementos o nodos
de calculo”."

“Una ted neuronal es un procesador distribuido y con estructura paralela que tiene
una tendencia natural a almacenar conocimiento expetimental, haciéndolo apto
para su uso. Se parece al cerebro en dos cosas: el conocimiento es adquirido por la
red a través de un proceso de aprendizaje y este conocimiento se almacena en los
pesos sinapticos o conexiones entre neuronas™.'"

“Una red neuronal es un circuito compuesto de un nimero elevado de elementos
simples de proceso con una base neuroldgica. Cada elemento opera sélo con
informacién local. Mas atn, cada elemento opera asincréonicamente por lo que no
hay un reloj total del sistema”.'™

“TLos sistemas neuronales artificiales o redes neuronales son sistemas celulares
fisicos capaces de adquirir, almacenar y utilizar conocimiento extraido de la

expetiencia.”'"’

Estructura de las redes neuronales artificiales

Como se ha comentado antetiormente, las ANNs estin constituidas por diferentes

capas de neuronas. Se conoce topologia de la red como la forma de interconectar las

neuronas de una capa con la siguiente capa. En funcién de este concepto las redes

neuronales se pueden clasificar en:

116. DARPA. “Neural Network Study”. AFCEA International Press, 1988, p.60.

117.S. Haykin, “Neural Networks: A Comprehensive Foundation.”. MacMillan College, 1999, Nueva Jersey.
118. C. Bishop “Neural Networks for Pattern Recognition”. Claredon Press, 1996, Oxford.

119.].M. Zurada. “Introduction to Artificial Neural Systems”. PWS Publishing Company, 1992, Boston.
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Redes de propragacion hacia delante (“feed forward”). En la que las neuronas de
cada capa estin conectadas con las de la siguiente, de manera que reciben las entradas
de una fuente y dirigen las salidas a la siguiente capa. Dentro de esta topologia se puede

hablar de dos bases estructurales:

* Redes monocapa. Una ANN formada por sucesivas capas tendra como forma

mis simple una capa de nodos de entrada y otra de nodos de salida (véase Figura

23).

Capa de Capa de
entrada salida

Figura 23. Red monocapa.

* Redes multicapa. Una ANN multicapa consiste en la extensién de la monocapa
en una estructura con tantas capas ocultas como deseemos. Encontramos en esta
arquitectura dos variantes: las ANNSs totalmente conectadas (véase Figura 24a) y las
patcialmente conectadas (véase Figura 24b) donde, dentro de éstas dltimas,
tenemos el caso de las ANNs localmente conectadas. Este subgrupo se caracteriza
porque no todas las unidades de la capa oculta estin conectadas a todas las

unidades de entrada.

Capa

entrada (2) entrada (b)

Figura 24. Redes multicapa. (a) Conexion total,
(b) Conexion parcial.
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2. Redes retroalimentadas o tecutrentes (“feed back”). La diferencia fundamental

con las arquitecturas anteriores esta en que aqui existe un lazo de realimentacién. En la
Figura 25 se muestra un tipo de arquitectura recurrente donde aparecen neuronas
ocultas (opcional) y una realimentacion formada por unidades de retardo denotadas por

7.

Salida

Operadores
De retraso

Entrada

Figura 25. Red recurrente con neuronas ocultas.

D.3 Modelos de redes neuronales

D.3.1 Perceptron

Un Perceptrén unicapa no es mas que un conjunto de neuronas no unidas entre si,
de manera que cada una de las entradas del sistema se conecta a cada neurona, produciendo

cada una de ellas su salida individual (véase Figura 26).

Figura 26. Modelo de Perceptron.
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Como ya hemos dicho, un conjunto de neuronas no sitve para nada si previamente
no le enseflamos qué debe hacer. En el Petcepttén se pueden utilizar los métodos:

supervisado, por refuerzo y no supervisado.

En el aprendizaje supervisado se presentan al Perceptrén unas entradas con las
cotrespondientes salidas que queremos que aprenda. De esta manera la red ptimero calcula
la salida que da ella para esas entradas y luego, conociendo el etror que esti cometiendo,
ajusta sus pesos proporcionalmente al etror que ha cometido (si la diferencia entre salida

calculada y salida deseada es nula, no se vatian los pesos).
D.3.2 Adaline y Madaline

Este modelo es otro de los pioneros de las ANNs y es el mas simple a la hora de
aproximar. Se basa en el critetio del etror cuadritico medio y fue introducido por Widrow.
ADALINE sigue siendo de una sola capa como el Petceptrén, con la tnica diferencia de la

funcién de transferencia lineal.

El método de entrenamiento que adopta este modelo es el de adaptacién a los datos

y se basa en el algoritmo de descenso en gradiente.
D.3.3 Perceptron multicapa

Esta estructura nacié con la intencién de dar solucién a las limitaciones del
Petceptron clasico o unicapa, y supuso el resutgimiento del movimiento conexionista.
Como su nombre indica, se trata de unos cuantos (dos o tres) perceptrones unicapa

conectados en cascada (véase Figura 27).

Figura 27. Modelo de Perceptron multicapa.

El problema de este tipo de Petceptrén esta en su entrenamiento, ya que es dificil

modificar correctamente los pesos de la capa oculta. Para poder hacer aprender a un
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Petceptton de este tipo, se disefi6 el algoritmo de retropropagacion de etrotes
(backpropagation), que tal como su nombte indica tiene la funciéon de ir propagando los

errores producidos desde la capa de salida hacia capas precedentes.

Este modelo de red es, con diferencia, el mas ampliamente usado. Sus capacidades
de aprendizaje y generalizacién han sido sobradamente establecidas por multitud de
aplicaciones practicas exitosas asi como tesultados tedticos firmemente establecidos. En

particular, son el modelo usado en patte de los trabajos recogidos en esta Memoria.
D.3.4 Otros modelos

Dentro de los supervisados encontramos diversos modelos como los descritos

brevemente a continuacion:

s

= Red neuronal con tiempo de retardo (Time Delay NN): es una red multicapa
donde las salidas de cada capa estan retenidas durante un 'ﬁempo, conectandose
todas a la vez a la siguiente capa. La aplicacién donde mas se encuentran estas redes

es en las tareas de reconocimiento 6ptico.

= Red neuronal probabilistica (Probabilistic NN): es una red de tres capas. Su
mayotr ventaja es que no necesita entrenamiento y la mayor desventaja que su

funcionamiento es mas lento.

= Red neuronal de regresion generalizada (Generalized Regresion NN): es una
ted, que, por lo general, no necesita un entrenamiento iterativo y se utiliza en

problemas de clasificacién o estimacioén de variables continuas.

D.4 Funcionalidad de las redes neuronales artificiales: reglas de

aprendizaje y generalizacion

Para las aplicaciones de las redes neuronales artificiales al mundo real se deben
cumplir dos tipos diferentes de requisitos en el procesado, por eso, podemos distinguir dos

fases: la fase de aprendizaje o entrenamiento y la fase de prueba.
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En la fase de entrenamiento se trata de determinar los pesos usando un conjunto de
datos para definir el modelo neuronal. Una vez entrenado este modelo en la fase de prueba,
se procesaran los patrones que constituyen la entrada habitual de la red, analizando asi las

prestaciones finales de la red.

= Fase de prueba. Los parametros de diseflo de la red neuronal se han obtenido
unos patrones representativos de las entradas, a los que denominamos patrones de
entrenamiento. Segun el tipo de red, y en funcién de las ecuaciones dinamicas de
prueba, los resultados pueden set calculados de una vez o adaptados iterativamente.
Para validar el diseflo, una vez calculados los pesos, se comparan los valores de las
neuronas de la Gltima capa con la salida deseada.

= Fase de aprendizaje. Una caracteristica basica de las ANNs es su capacidad de
aprender. Aprenden por su actualizacion o cambio de los pesos sinapticos que
caracterizan a las conexiones. Los pesos se adaptan de acuerdo a la informaciéon

extraida de los patrones de entrenamiento nuevos que se van presentando.

Una vez acabado el proceso de entrenamiento se lleva a cabo la fase de
generalizacion de la red neuronal, es decir, analizar la salida que proporciona ésta cuando se

introducen entradas diferentes a las usadas en la etapa de entrenamiento.

En este apartado analizaremos los conceptos mas importantes introducidos hasta

ahora: aprendizaje y generalizacion.
D.4.1 Reglas de aprendizaje

Al igual que el funcionamiento de una red depende del niimero de neuronas de las
que disponga y de como estén conectadas entre si, cada modelo dispone de sus propias
técnicas de aprendizaje. En el caso de las redes neuronales artificiales, se puede considerar
que el conocimiento se encuentra en los pesos de las conexiones entre neuronas. Todo
proceso de aprendizaje implica cierto nimero de cambios en estas conexiones. En realidad

puede decirse que se aprende modificando los valores de los pesos de la red.

Mendel y McClaren (1970) definieron agprendigaje en el campo de las ANNs de la

siguiente forma: “proceso por el cual los pardmetros libres de una red neuronal son adaptados por medio
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de un proceso de estimulacion. El modo en que éstos cambios se produgcan nos indicardn el fipo de

aprendizage realizado.”

La definicién de aprendizaje implica que la ANN estara estimulada desde fuera y
que se producirin cambios como consecuencia directa de esta estimulacion. La ANN

tesponders de alguna manera, ya que esos cambios se reflejaran en su estructura interna.

Existen varias clasificaciones posibles tanto en cuanto a las reglas, como a los
esquemas de aprendizaje. Las distinciones se centran bien en la formulacién matematica de
los algoritmos de aprendizaje bien en sus caractetisticas conceptuales. La division mas

genérica distingue entre aprendizaje supetrvisado y no supervisado.

En este apartado veremos una clasificacion amplia que consta de cuatro reglas
basicas de aprendizaje: aprendizaje pot cotreccién del etror, aprendizaje hebbiano,
aprendizaje competitivo y aprendizaje de Boltzmann; junto con tres esquemas formales
fundamentales que generan esas reglas de aprendizaje: aprendizaje supervisado, aprendizaje

pot refuerzo y aprendizaje auto-organizativo o no supervisado.
D.4.1.1 Reglas basicas de aprendizaje

Las reglas basicas del aprendizaje también se denominan algotitmos de aprendizaje
al poseer una formulacién matematica particular segin el modo de actualizacién de los
pesos sinapticos de la red. Cada regla, por tanto, tendra unas ventajas especificas respecto

las otras, dependiendo entre otros factores, de la aplicacion.

1. Aprendizaje por correccion del error. En principio la sefial proporcionada por una
neurona de salida es diferente de la respuesta deseada para esa neurona por lo que es
posible definir una sefial de etror. El propésito de este tipo de aprendizaje consiste en
minimizar una funcién de error o coste basada en ese etror cometido. Un criterio muy
usado es el error cuadritico medio. La cotreccion de los pesos con ese fin es

proporcional a la sefial de etror y a la de entrada.

2. Aprendizaje de Hebb o Hebbiano. En él, el ajuste de los pesos sinapticos sera
funcién de las actividades presinapticas y post-sinapticas, es decit, de la entrada y salida
de la neurona. Como la definicién es bastante amplia, existen muchos modelos para

esta regla.
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Aprendizaje de Boltzmann. Esta regla de aprendizaje fue derivada a partir de teorias
de la informacién junto con consideraciones termodinamicas, debiendo su nombre a
Boltzmann. En una maquina de Boltzmann, las neuronas constituyen una estructura
tecutrente y operan de forma binaria, esto es, +1/-1 son estados on/off. Ademis, se
caracteriza por una funciéon de energia E que esta definida por los estados ocupados
por cada neurona en la maquina. Ia maquina funciona de forma que se elige una
neurona aleatoriamente y se le cambia de estado a una temperatura T (se trata de una
analogia de una temperatura fisica) con una probabilidad determinada. Si esta regla se

aplica sucesivamente la maquina alcanzara un equilibrio térmico.

Aprendizaje competitivo. Hay tres elementos fundamentales en este tipo de
aprendizaje: a) Un conjunto de neuronas idénticas excepto porque existen algunas
conexiones aleatoriamente distribuidas que responden de forma diferente a un
conjunto de entradas. b) Un limite impuesto a los pesos relacionados con cada neurona.
©) Un mecanismo que permite a las neuronas competir por el derecho a responder a
unas entradas, de forma que sélo una neurona, o una por grupo activo, podra hacerlo.
La neurona que gana esa competicion se llama “neurona que se lo lleva todo”. Una
ANN de este tipo puede tener conexiones laterales con otras neuronas de tipo

mnhibitotio y el resto seran excitatorias (véase Figura 28).

Capa de

nodos fuente

Figura 28. Red de aprendizaje competitivo.
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D.4.1.2 Esquema de aprendizaje

Los esquemas de aprendizaje pueden ser clasificadas en dos bloques: aprendizaje

supetvisado y aprendizaje no supervisado.

Las ANNs de pesos fijos no cuentan con una regla de aprendizaje, por la cual, a
través de un proceso iterativo, los pesos de la red sean ajustados por lo que un modelo
podra definirse de partida como supetvisado o no supetvisado. En cambio se incluyen en la
clasificacién de los esquemas de aprendizaje las ANNs de aprendizaje pot refuerzo, si bien
éstas podrian agruparse junto a las supetvisadas. La distincién se apoya en que los sistemas
supervisados se definen en términos de objetivos o respuestas deseadas que son empleadas
directamente en el cilculo de unas determinadas funciones de etror a minimizar, mientras
que las de aprendizaje por refuerzo se basan en la asignacién de un “premio” o un
“castigo” segun la actuacién, sin tener en cuenta en realidad el valor de la sefial deseada. Es
pues, una sutil distincién entre aprendizaje instructivo y evaluativo o entre identificacion y

control.

1. Aprendizaje supervisado. También se llama aprendizaje activo o formulacion
basada en la aproximacién y se caracteriza primordialmente por disponer de un
maestro capaz de proveer a la ANN de una salida deseada con el fin de calcular una
sefial de error que sitva a la red para emular al maestro (véase Figura 29). Se
encuentran intimamente relacionadas con las reglas de aprendizaje por correccion

del error presentadas en el apartado anterior.

2. Aprendizaje por refuerzo. También se denominan de formulacién basada en la
competicion, refiriéndose al hecho de que el aprendizaje se realizard asignando
nodos ganadores y perdedotes dependiendo de los resultados obtenidos. Se basa en
una aplicacién de las sefiales de entrada-salida por medio de un proceso de prueba y
error disefiado para maximizar un indice de actuacién o éxito llamado sefial de

refuerzo.

3. Aprendizaje auto-organizativo o no supervisado. En este tipo de aprendizaje la
red puede considerarse auténoma, determinando caracteristicas generales de los
datos presentados y aprendiendo a reflejar esas propiedades en las salidas

correspondientes. Lo que en realidad son estas propiedades, y que la red puede
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aprender a reconocer, dependera del modelo neuronal concreto asi como del

método de aprendizaje utilizado (véase Figura 30).

Vector que
describe el estado
] del medio
Medio Maestro
Sefial
deseada
/ Y+
Sistema de
G s WY
aprendizaje -

-

Sefal :16 error

Figura 29. Diagrama de bloques del aprendizaje supervisado.

Vector que
desctibe el estado

] del medio
Medio Maestro

Figura 30. Diagrama de bloques del aprendizaje no supervisado.

D.4.2 Generalizacion de las redes neuronales artificiales

Diremos que una red neuronal es capaz de generalizar cuando existe una estrecha
telacién entre la salida deseada y la salida calculada por la red para muestras o ejemplos que
nunca han sido usados para entrenarla. Esto es, dispondremos de un conjunto de datos,
ejemplos o patrones para ajustar los pesos de la red segiin un determinado algoritmo de
aprendizaje (conjunto de entrenamiento), asi como de un conjunto de datos, ejemplos o
patrones que la red nunca ha utilizado (conjunto de generalizacién). La generalizacién sera
la cualidad que poseen las ANNs para extraer informacién de los datos presentados en su

entrenamiento y extender ese conocimiento mas alli de esas situaciones conocidas.

106



10000000000 000000000000000000CF0CCFPFCPOPOFPOPOOPOPOIPOPIPUOIIIOIIIPIIITIFIVFIPFIPIPIY

Introduccion

El proceso de aprendizaje (entrenamiento de la red neuronal) puede ser visto como
un problema de ajuste de una curva. La red puede ser considerada simplemente como un
aplicador no lineal de datos entrada-salida. Esto permite asentar sin ningin tipo de
misticismo por qué la red es capaz de generalizar: las tredes neuronales asi vistas tienen la
propiedad de realizar buenas interpolaciones y/o extrapolaciones no lineales de los datos

de entrada.

En el aprendizaje se puede cometer el error de entrenar en exceso la red de modo
que ésta memorice y se compotte como una tabla sin ninguna capacidad para aportar
respuestas validas frente a los datos de prueba presentados. De esta manera, la
generalizacién no siempre es posible. Hay tres condiciones tipicamente necesatias (aunque

no suficientes) para una buena generalizacion:

1. Que las entradas de la red contengan suficiente informacién perteneciente a la
salida, de modo que sea factible la existencia de una funcién matematica que las
relacione. Esto implica que el nimero de casos de entrenamiento sea
suficientemente grande y representativo de todos los casos que queramos
generalizar. La importancia de este punto estriba en que existen dos tipos de
generalizacién: la intetpolacién y la extrapolacion. La interpolacion se aplica a casos
que estin mds o menos cercanos a casos de entrenamiento; cualquier otra cosa es
extrapolacién. Por tanto, precisamos tener el nimero necesario de muestras de

entrenamiento para evitar la extrapolacion.

2. Que la funcién que intentamos aprender sea suave, esto es, que un pequefio cambio
en las entradas deberia, la mayortia de las veces, producir un pequefio cambio en las

salidas.

3. Que apliquemos informacién adicional para optimizar nuestro modelo, haciendo
uso de funciones correctoras, eligiendo las muestras idoneas para entrenar de forma

que el aprendizaje sea optimo, adecuando estructuras 2 la aplicacion especifica, etc..
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D.5 Meétodo de aprendizaje por retropropagacion de errores

(Backpropagation)

El algoritmo de retropropagacién de errotes (“Backpropagation”; BP) es un método
basado en correccién de etrot. El algotitmo se basa en minimizar una funcién que mide el
error cometido por la red con respecto al conjunto de entrenamiento. La optimizacién se

realiza por descenso en gradiente.

El error cometido por la red se cuantifica como la difetencia entre la salida dada por
la red y la que realmente deberia ser. La dificultad reside en que hay un gran nimero de
sinapsis que contribuyen a dicho etror y que no se conoce cual es la contribucién directa de
las unidades ocultas a éste etrot, pot tanto, no se conoce cémo modificar correctamente los

pesos de las sinapsis asociados 2 ellas.

El problema se puede abordar si se admite que el error que se obsetva en la capa de
salida se debe primordialmente a la accién de las unidades ocultas ubicadas en la capa
inmediatamente antetior, que a su vez se ven influenciadas por los elementos de la capa
antetiot, y asi sucesivamente. El proceso adaptativo queda definido en dos etapas que se
van repitiendo hasta que se da por realizado el aprendizaje. En la primera, se evalda el nivel
de actividad de todas las neuronas de la red manteniendo congelados los valores de las
sinapsis, lo cual permite determinar la magnitud del etror existente. En una segunda etapa,
dicho error se propaga hacia atris (o retropropaga) capa a capa modificando
convenientemente los pesos que, en la etapa siguiente, setviran para calcular el nuevo error.

Este proceso es el que da nombre al algotitmo de aprendizaje.

De modo esquemitico, sea ®(t) el valor de los pesos en el paso t, entonces los

pesos deben ser modificados segun:

o(n+1)=w(n)+Aw(n)
=w(n)-nVE

donde VE es el vector gradiente de la funcién de error, E, con respecto a los pesos .

ve=|-%E_

0w

i'ﬁ y’P
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Consideremos una red con z neuronas de entrada, b neuronas ocultas y 7 neuronas
de salida (véase la Figura 31). La funcién de activacion es una funcién diferenciable de la

entrada efectiva a la neurona:

en la que
b _ »
¢! —Zwﬁai +6’j.
7

que es la entrada efectiva a la unidad j-ésima para el ejemplo p-ésimo.

Figura 31. Red neuronal multicapa.

Tras la primera etapa en la que se evalia el error cometido por la red, cada peso es

ajustado SCgl:lIlZ
s 1P
A pa)i = }’5/ a;

El valor de & adopta formas distintas para el caso de unidades de salida o internas.
Se comienza haciendo el ajuste para los pesos que unen las unidades de la capa oculta con

la de salida. En este caso:

81 =(d] o} JF}(¢])

para cualquier unidad de salida j. Si se trata de una unidad oculta, los valotes de & se

calculan segun:

N,

82 =F (et )hz 6lw,
h=1
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Las ecuaciones anteriores nos dan un procedimiento recursivo para calcular los &
para todas las unidades de la red. Este procedimiento constituye la regla delta generalizada

o el algoritmo de retropropagacién de ertrores.

A continuacion, mostramos la particularizacién de las expresiones del algotitmo

para el caso en que la funcién de activacion sea la logistica. La funcién logistica se define:

1

i L T B—
(44 1+exp(—e”’)

y su derivada es:
F'(e!)=al(1-a?)
Los O para las unidades de salida resultan:
or =(d? —af)a;f(i—af)

y para las unidades de la capa oculta:
Ny
62 =a’(1-a2) 5l w,
b=t

D.5.1 Tasa de aprendizaje y momento

Cualquier método de descenso en gradiente requiere que el ajuste se realice
mediante pasos infinitesimales, pero a efectos pricticos interesa una tasa de aprendizaje y
grande que permita un aprendizaje ripido. El problema es que se pueden presentar
oscilaciones. Un modo de evitar las oscilaciones para valores grandes es realizar cambios en

los pesos dependientes de los cambios anteriores afiadiendo un término momento:
— S g?
Awy(t+1)=y5!a’ +adw,(t)

donde «, llamada constante de momento, mide la importancia del ajuste anterior en el

actual.
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D.5.2 QuickProp

El método clasico de retropropagacion de etrores tiene una serie de inconvenientes,
del que su lentitud es el mas importante. Por ello, desde su propuesta en 1985 han

aparecido multiples propuestas de caricter heutistico para acelerar su convergencia.

Un conjunto importante de estas propuestas se basan en algoritmos de segundo
orden, que ademas del gradiente usan mas informacién sobre la forma de la funcién de
error. La actualizacién de los pesos de las sinapsis es mas eficaz si también se usa la
cuadratura de la funcién de error. En los métodos de segundo orden se utiliza

aproximaciones cuadraticas de la funcién de error.

Quickprop es uno de estos métodos que adopta un enfoque bastante simple: La
idea es aproximar la supetficie de error, como una funcién de cada peso, mediante un
polinomio cuadratico (es decir, una paribola), y utilizar dos evaluaciones de la funcion de
error y su gradiente para determinar los coeficientes del polinomio. En cada paso del
algoritmo, el valor que se asigna a los pesos es el minimo de la parabola. Esto nos lleva a la

siguiente expresion para modificar los pesos en el paso £

Aw(t+1)= 2:(1) Aw("
g(t—1)—g,(1)

donde

OE

g,-(f)=m

es decir, el gradiente de la funcién de error en el peso @,

El algoritmo se puede iniciar realizando un paso de descenso en gradiente. Esto
implica aceptar que el resultado de un ajuste cuadritico es obtener una parabola con un
minimo. Si en lugar de minimo, la paribola tiene maximo, el algoritmo puede ir a un
conjunto de pesos que empeoran la soluciéon. Ademas, es necesario fijar un tamafio

maximo de ajuste para solventar el problema de parabolas pricticamente planas.
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D.6 Ventajas y desventajas en el uso de las Redes Neuronales

El poder de cilculo de las ANNs se encuentra en dos razones: su estructura,
masivamente interconectada en paralelo y su habilidad para generalizar, ofreciendo las

siguientes propiedades y ventajas:

1. No linealidad. Como una neurona es un dispositivo no lineal, la red neuronal sera

no lineal, hecho importante al trabajar con funciones inherentemente no lineales.

2. Aplicacion entrada-salida. La ANN aprende de los ejemplos presentados
construyendo una aplicacién entrada-salida sin necesidad de conocer “z prior” las

caracteristicas del problema.

3. Adaptabilidad. La capacidad de las redes neuronales para adaptar sus pesos
sinapticos a cambios en el ambiente (entradas) es una herramienta muy util para
realizar de forma adaptativa la clasificacién de patrones, el procesado de la sefial y el

control.

4. Informacién contextual. Cada neurona en la red esta potencialmente afectada por
la actividad de todas las demas en la red. Consecuentemente, la red maneja la

informacién contextual con naturalidad.

5. Tolerancia a fallos. Una red neuronal implementada en hardware tendri
inherentemente una cierta tolerancia a fallos tanto en cuanto esté sometida a

condiciones an6malas y por ellas se vea degradada en su funcionamiento.

6. Implementabilidad VLSI. El alto grado de conectividad hace de las ANNs
estructuras extraordinariamente rapidas en la ejecucién de determinadas tareas, y al
mismo tiempo, ideales para su implementacion VLSI (Very Large Scale

Integration).

7. Uniformidad del analisis y el disefio. De la nomenclatura usada en analisis y
disefio, se infieren tres caracteristicas: a) Las neuronas son los constituyentes
minimos en todas las redes neuronales, b) Esto hace posible el intercambio de
teorias y algoritmos de aprendizaje, c) Las Redes Modulares seran implementadas a

partir de bloques previos.
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El uso de redes neuronales artificiales también presenta una serie de desventajas,
como son su dificultad de interpretacién por el experto de los parametros y pesos que
interconexionan las neuronas y por eso son consideradas como cajas negtas, y su dificultad

para incorporar conocimiento experto.

D.7 Aplicacion de las redes neuronales a la Quimica Analitica

La Quimiometria como rama especializada dentro de la técnica y la ciencia es una
disciplina joven. Las redes neuronales artificiales se desarrollaron independientemente de la
Quimiometria, como una derivacién de las descripciones anatémicas y biologicas de las

redes neuronales reales.

El primer trabajo de ANNs aplicado a la Quimica Analitica data de 1971. Sin
embargo estuvo en un estado de letargo hasta hace unos diez afios, que se empezaron a
emplear las ANNs para la resoluciéon de mezclas complejas y pata la clasificaciéon y/o

" - & % ¥ 120.121
caracterizacién de productos alimenticios ',

Las redes neuronales se empezaron a usar en Quimica Analitica para la

identificacién de ciertas especies llevando a cabo un anilisis mediante espectrometria de

120. H.G. Schulze, L.S. Greek, B.B. Gotzalka, A.V. Bree, M.W. Blades y R.F.B. Turner. “Artificial neural
network and classical least-squares methods for neurotransmitter mixture analysis”. J. Neurosci. Meth.,
56 (1995) 155.

121.]. Klocket, B. Wailzet, G. Buchbauer y P. Wolschmann. “Aroma quality differentiation of pyrazine
derivatives using self-organizing molecular field analysis and artificial neural network”. J. Agr. Food
Chem., 50 (2000) 4069.
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masas' > %, Paralelamente, se empezaron a usar las redes neuronales junto con la deteccién

. s . s 127,128
mediante espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier =~

También en la bibliografia aparecen publicaciones en las que se usan las redes

% . P ” . o 129
neutonales artificiales para el anilisis mediante resonancia magnética nuclear de protones =,

130-132 133-139

métodos electroanaliticos , métodos espectrofotométricos en el infrarrojo cercano

y espectrofotométricos ultravioleta-visible! "',

122.]. Chun, E. Atalane, A.C. Ward y M. Goodfellow. “Artificial neural netwotk analysis of pyrolysis mass-
spectrometric data in the identification of streptomyces strains”. Fems. Microbiol. Lett., 107 (1993) 321

123.]. Chun, E. Atalane, S.B. Kim, H.J. Kim, M.E. Hamid, M.E. Trujillo, ].G. Magee, G.P. Manfio, A.C.
Ward y M. Goodfellow. “Rapid identification of streptomycetes by artificial neural network analysis of
pyrolysis mass-spectra”. Fems. Microbiol. Lett., 114 (1993) 115.

124.R. Freeman, R. Goodacte, P.R. Sisson, ].G. Magee, A.C. Ward y N.F. Lightfoot. “Rapid identification of
species within the microbacterium-tuberculosis complex by artificial neural network analysis of pyrolysis
mass-spectra”. J. Med. Microbiol., 40 (1994) 170.

125.P.R. Sisson, F. Freeman, D. Law, A.C. Ward y N.F. Lightfoot. “Rapid determination of verocytotoxin
production status in eschetichia-coli by artificial neural network analysis of pytolysis mass-spectra”. J.
Anal. Appl. Pyrol., 32 (1995) 179.

126.5.G. Kang, D.H. Lee, A.C. Ward y KJ. Lee. “Rapid and quantitative analysis of clavulanic and
production by the combination of pyrolysis mass spectrometry and artificial neural network™. J.
Microbiol. Biotech., 8 (1998) 523.

127.D.A. Powdell, V. Tutula, J.A. Dehaseth, H. Vanhalbeek y B. Meyer. “Sulfate detection in glycoprotein-
derived oligosaccharides by artificial neural network analysis foutier-transform infrared-spectra”. Anal.
Biochem., 220 (1994) 20.

128.Y. Lin, J. Wang, Z.R. Chem y X.T. Zhou. “Artificial neural network for the quantitative analysis of air
toxic VOCs”. Anal. Lett., 34 (2001) 2203.

129.Y. Hiltunen, J. Kaartinen, J. Pulkkinen, A.M. Hakkinen, N. Lundbom y R.A. Kauppinen. “Quantification
of human brain metabolites from in vivo H-1 NMR magnitude spectra using automated artificial neural
network analysis”. J. Magn. Reson., 154 (2002) 1.

130. H. Chan, A. Butlet, D.M. Falck y M.S. Freund. “Artificial neural network processing of stripping analysis
response for identifying and quantifying heavy metals in the presence of intermetallic compound
formation”. Anal. Chem., 69 (1997) 2373.

131. T. Khayamian, A.A. Ensafi y M. Atabati. “Extending the dinamyc range of the determination of cooper
by adsorption differential pulse sttipping method using a principal component artificial neural network”.
Microchem. J., 65 (2000) 347.

132. A A. Ensafi, T. Khayamian y M. Atabati. “Simultaneous voltammettic determination of molybdenum
and cooper by adsorption cathodic differential pulse stripping method using a principal component
artificial neural network”. Talanta, 57 (2002) 785.

133.Y.L. Ren, Y.H. Gou, RX. Ren, P.Y. Liu e Y. Guo. “Application of artificial neural network multivariate
calibration to near-infrared spectrophotometric determination of powdered pharmaceutical
metronidazole”. Spectrosc. Lett., 32 (1999) 431.

134.Y.L. Ren, Y.H. Gou, Z. Tang, P.Y. Liu e Y. Guo. “Nondestructive quantitative analysis of analgini
powder pharmaceutical by near-infrared spectroscopy and artificial neural network technique”. Anal.
Lett., 33 (2000) 69.

135.P.Y. Liu, Y.L. Ren, Y.H. Gou, Y. Guo, ZM Wang, Z. Tang, LR. Tian e Y.R. Du. “Nondestructive
quantitative analysis of trimethoptim powder pharmaceutical by artificial neural network and near-
infrared spectroscopy”. Chem. J. Chinese Univ-Chinese, 21 (2000) 544.

136.Y.B. Wang, H.F. Yuan, W.Z. Lu, HX. Qi y ZL. Yin. “Application of artificial neural network for the
determination of diesel fuel flash point by near-infrared spectroscopy”. Chinese J. Anal. Chem., 28
(2000) 1070.

137.Y. Li, X.Y. Sun y J.D. Wang. “Determination of five component infrated spectra system with artificial
neural network”. Spectrosc. Spectr. Anal., 20 (2000) 773.
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Dentro de los métodos luminiscentes también se han utilizado las redes

142,143

neuronales y son de gran importancia éstas en la resolucién espectral y en la seleccion

de las condiciones expetimentales e instrumentales de los métodos luminiscentes.

Asi, en 1997, Liu y co/'* utilizaron un Perceptrén multicapa para llevar a cabo una
calibracién multivariante no lineal de datos fluorimétricos. En 1999 y 2000,
respectivamente, Todeschini y col. y Capitan Vallvey y col." usaron una red de Kohonen
en la seleccion de las longitudes Sptimas para llevar a cabo una calibraciéon multivariante

PLS de una mezcla de compuestos cuyos espectros de fluorescencia estaban solapados.

En 2000, Li y /' compararon los resultados obtenidos con un Perceptrén
multicapa y una red de funcién base radial (radial basis function) para la determinacién
simultinea de una mezcla de colorantes fluorescentes mediante espectros de fluorescencia

sincrénica.

En 2001, Dolenko y co/'* utilizé las redes neuronales artificiales para la resoluciéon

espectral de una mezcla de dos sustancias fluorescentes usando para ello fluorescencia

138.Y. Guo, Y.H. Gou, Z. Tang, F.Q. Liu y L.R. Tian. “Nondestructive quantitative analysis of metformin
powder pharmaceutical by artificial neural netwotk and near-infrared spectrometry”. Chinese J. Anal.
Chem., 29 (2001) 121.

139.RX. Ren, Z. Tang, F.Q. Liu, YH. Gou, e Y.L. Ren. “Nondestructive quantitative analysis of
paracetamol in powder pharmaceutical by artificial neural network and near-infrared spectroscopy”.
Spectrosc.Sprectr. Anal., 21 (2001) 521.

140.B. Rezaei, A.A. Ensafi y F. Shandizi. “Simultanous determination of cobalt and nickel by
spectrophotometric method and artificial neural network”. Microchem. J., 70 (2001) 35.

141.CY. He, Y.M. Sun, GH. Wu y R. Chen. “Application of artificial neural network to simultaneous
spectrophotometric determination of Cu, Co and Ni”. Spectrosc. Spectr. Anal., 21 (2001) 719.

142. P.B. Oldham, M.E. McCarroll, L.B. McGown e .M. Warner. “Molecular fluorescence, phosphorescence
and chemiluminescence spectrometry”. Anal. Chem.., 72 (2000) 197R.

143.R.A. Agbaria, P.B. Oldham, M. McCarroll, L.B. McGown e IL.M. Warner. “Molecular fluorescence,
phosphorescence and chemiluminescence spectrometty”. Anal. Chem.., 74 (2002) 3952.

144.P. Liu, Y.Z. Liang, S.G. Wang, X.H. Song y R.Q. Yu. “Artificial neural network for multivariate nonlinar
calibration of fluorimetric data”. Acta Chim. Sin., 55 (1997) 386.

145.R. Todeschini, D. Galvagni, J.L. Vilchez, M. del Olmo y N. Navas. “Kohonen artificial neuronal
netwotks as a tool for wavelength selection in multicomponent spectrofluorimetric PLS modelling:
application to phenol, o-ctesol and p-cresol mixtures”. Trend Anal. Chem., 18 (1999) 93.

146. L.F. Capitan Vallvey, N. Navas, M. del Olmo, V. Consonni y R. Todeschini. “Resolution of mixtures of
three nonsteroideal anti-inflammatory drugs by fluorescence using partial least squares multivariate
calibration with previous wavelength selection by Kohonen artificial neuronal networks”. Talanta, 52
(2000) 1069.

147.Q.F. Li, XJ. Yao, X.G. Chen, M.C. Liu, R.S. Zhang, X.Y. Zhang y Z.D. Hu. “Application of artificial
neural networks for the simultaneous determination of a mixture of fluorescent dyes by synchronous
fluorescence”. Analyst, 125 (2000) 2049.

148.S.A. Dolenko, 1.V. Gerdova, T.A. Dolenko y V.V. Fadeev. “Laser fluotimetry of mixtures of polyatomic
organic compounds using artificial neural networks”. Quantium Electron., 21 (2001) 834.
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inducida por liser. Estos mismos autores en 2002, utilizaron las redes neuronales para el

5 e 5 o 149
dlag[lOSﬁCO de la contaminacion de aguas costeras usando espectros fluotrescentes .

Las redes neuronales artificiales también se han utilizado con métodos separativos.
Asi, en 1997, Smith y /" usaron las redes neuronales artificiales en el analisis de
contaminantes ambientales mediante desorcién térmica, cromatografia de gases y
espectrometria de masas. Entre los afios 1999 y 2001 se usaron las redes neuronales en
cromatogtafia liquida para la prediccién de tiempos de retencion en cromatografia iénica
(Havel y /"' y Madden y /') y para establecer relaciones entre la estructura y la

retencién mediante una red neuronal del tipo Perceptron muhn'capa153 .

Ademis de con métodos cromatogtificos, también se han usado con métodos
o 154 4 . . . %
electroforéticos™. Principalmente, las redes neuronales se han usado para la optimizacién

de los parametros instrumentales y condiciones experimentales en la separacion

155,156 157-160

cromatografica ™, para la resoluciéon de electroferogramas y para el establecimiento

149. T.A. Dolenko, V.V. Fadeev, LV. Gerdova, S.A. Dolenko y R. Reuter. “Fluorescence diagnostics of oil
pollution in coastal marine waters by use of artificial neural networks”. Appl Opt., 41 (2002) 5155.

150. G.C. Smith, G. Alnasser y J.J. Bromenshenk. “Attificial neural networks and thermal desroption gas
chromatographymass spectrometry (ID/GC/MS) in assessing envitonmental contaminants”. Abstr.
Pap. Amer. Chem. Soc., 213 (1997) 390.

151.] .Havel, J.E. Madden y P.R. Haddad. “Prediction of retention times for anions in ion chromatography
using artificial neural networks”. Chromatographia 49 (1999) 481.

152. ].E. Madden, N. Avdalovic, P.R. Haddad y J. Havel. “Prediction of retention times for anions in linear
gradient elution ion chromatography with hydroxide eluents using artificial neural networks”. J.
Chromatogr. A, 910 (2001) 173.

153.Y.L. Loukas. “Artificial neural networks in liquid chromatography: efficient and improved quantitative
structure-retention relationship models”. J. Chromatogr. A, 904 (2000) 119.

154. AR. Timerbaev y O.A. Shpigun. “Recent progress in capillary electrophoresis”. Flectrophoresis, 21
(2000) 4179.

155.L. Pokorna, A. Revilia, J. Havel y J. Patocka.”Capillary zone electrophoresis determination of
galanthamine in biological fluids and pharmaceutical preparatives: experimental design and artificial
neural network optimisation”. Electrophotesis, 20 (1999) 1993.

156. Q.F. Li, Y.Y. Zhou, HW. Wang, H.Y. Zhang, S.H. Liu, X.G. Chen y Z.D. Hu. “Application of artificial
neural networks in multifactor optimisation of selectivity in capillary electrophoresis”. Anal. Lett., 33
(2000) 2333.

157.R.M. Latorre, S. Hernindez Cassou y J. Saurina. “Artificial neural networks for quantification in
unresolved capillaty electrophoresis peaks”. J. Sep. Sci., 24 (2001) 427.

158. G. Bocaz Beneventi, R. Latorre, M. Fatkova y J. Havel. “Artificial neural networks for quantification in
unresolved capillaty electrophoresis peaks”. Anal. Chim. Acta, 452 (2002) 47.

159.V. Dohnal, H. Li, M. Fatkova y J. Havel. “Quantitative analysis of chiral compounds from unresolved
peaks in capillary electrophoresis using multivatiate calibration with experimental design and artificial
neural networks”. Chirality, 14 (2002) 509.

160. H.T. Liu, K.T. Wang, H.P. Xu, X.G. Chen y Z.D. Hu. “Application of experimental design and artificial
neural networks to separation and determination of active components in traditional Chinese medicinal
preparations by capillary electrophoresis”. Chromatographia, 55 (2002) 579.
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161

de curvas de calibrado no lineales™. Todos estos trabajos demuestran que las ANNs

on

junto

con los disefios expetimentales reducen el nimero de experimentos necesarios para

encontrar las condiciones 6ptimas de separacién, que son utiles para la resoluci

on de

electroferogramas con picos solapados y la determinacién de sustancias que no

proporcionan una respuesta lineal de la altura o area de pico con la concentracién.

Las redes neuronales attificiales también se han usado para solucionar problemas de

resoluciéon y principalmente de determinacién simultanea de varios compuestos

5 s 3 162
campo de los sensores luminiscentes y biosensores =,

Asi, en 1977, Chan y c/'® desarrollaron dos fases sensoras Opticas p

en el

ara la

determinacién de potasio y sodio usando una red neuronal con aprendizaje de

tetropropagacién. En 1999, Legin y co/'** desarrollaron un sensot multiparamétrico pata la

determinacién de Fe(Il), Fe(IIT), UIV) y U(VI) usando redes neuronales para la resq

espectral de las mezclas.

lucion
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1 Reactivos y disoluciones

11 Reactivos

Los reactivos empleados en la parte expetimental de la presente Memoria se pueden

agrupar en: analitos, soportes solidos, disolventes organicos e intetferentes.
1.1.1 Analitos

Los analitos empleados se muestran en la Tabla R-1 junto con la abreviatura
empleada en el texto, datos correspondientes a su casa comercial suministradora, pureza y

referencia (ref.).

Tabla R-1. Analitos

Analito Siglas ~ Casa suministradora, pureza y referencia
Naftronil NFL Sigma, 99.0%, ref.: N-1391
Naproxeno NAP Sigma, ref.: M-4015
Propranolol - Sigma, ref.: P-0884
Naftaleno NAPH Supelco, ref.: LA-83011
Acenaftileno ACEN Supelco, ref.: LA-88342
Acenafteno ACE Supelco, ref.: LA-92694
Fluoreno FLU Supelco, ref.: LA-74473
Fenantreno PHE Supelco, ref.: LA-92542
Antraceno ANT Supelco, ref.: LA-86593
Fluoranteno FLT Supelco, ref.: LA-88185
Pireno PYR Supelco, ref.: LA-74472
Criseno CHRY Supelco, ref.: LA-38984
Benzo[a]antraceno BaA Supelco, ref.: LA-91542
Benzo[k]fluoranteno BkF Supelco, ref.: LA-84149
Benzo[b]fluoranteno BbF Supelco, ref.: LA-94245
Benzo|a]pireno BaP Supelco, ref.: LA-88347
Indeno [1,2,3-c,d]piteno IcdP Supelco, ref.: LA-63804
Benzo|g,h,i]perileno BghiP Supelco, ref.: LA-94961
Dibenzo[a,h]antraceno DBahA Supelco, ref.: LA-94494
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Todos los HAPs se adquitieron conjuntamente en una coleccion (KIT 610-N) de

Supelco con referencia 4-7351.

1.1.2 Soportes solidos
Las resinas usadas como sopottes solidos se muestran en la Tabla R-2 junto con los
datos cotrespondientes a su carcter ibnico o no idnico, casa comercial suministradora y

referencia.

Tabla R-2. Resinas

- ______

Tipo de resina Caricter ionico Casa comercial y referencia
Gel de Silica “Davisil” No i6nico Supelco, ref.: 236845
Gel de Silica “Merck” No i6nico Supelco, ref.: 242179
Ambetlita XAD 2 No ibnico Supelco, ref.: 20275
Ambetlita XAD 4 No i6nico Supelco, ref.: 20276
Amberlita XAD 7 No i6nico Supelco, ref.: 13361-U
Dowex 1x2 Aniénico Fluka, ref.: 44295
Dowex 1x4 Anidnico Supelco, ref.: 1X4200
Dowex 1x8 Anibnico Fluka, ref.: 44335
Dowex 50wx2 Catiénico Fluka, ref.: 44460
Dowex 50wx4 Catibénico Fluka, ref.: 44480
Dowex 50wx8 Catiénico Fluka, tref.: 44515

[E==————e——=r e e e e e e T R e

1.1.3 Disolventes org4nicos
Los disolventes otganicos empleados se muestran en la Tabla R-3 junto con los

datos correspondientes a su pureza, casa comercial suministradora y referencia.

Tabla R-3. Disolventes organicos

Disolvente Pureza, casa comercial y referencia
Etanol 99.8%, Merck, ref.: 1.00983
Metanol 99.8%, Schatlau, ref.: Me0302
Acetona 99.5%, Merck, ref.: 1.00014
Acetonittilo 99.5%, Pantreac, ref.: 131881
1,4-Dioxano >99.9%, Sigma, ref.: D-9553
N,N-Dimetilformamida 99.5%, Metck, ref.: 3053
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1.1.4 Interferentes

Los compuestos quimicos usados en el estudio de intetferentes se muestran en la
Tabla R-4 junto con los datos cotrespondientes a la casa comercial suministradora, pureza y

referencia.

Tabla R-4. Interferentes

Reactivo Pureza, casa suministradora y referencia
Albumina humana 96-99%, Sigma, ref.: A-1653
NaNO, Panreac, ref: 131702
KNO, Panreac, ref: 131524
Ca(NO,), Panreac, ref: 131231
Mg(NO,), Panreac, ref: 131402
Na,SO, Panreac, ref: 131715
NaCl Panreac, ref: 121659
NaHCO, Panreac, ref: 121638

1.2 Disoluciones
1.2.1 Analitos

Se prepararon disoluciones madre de nafronil, naproxeno y propranolol de 25
ug/mL, disolviendo 2.5 mg de cada uno en agua bidestilada hasta un volumen final de 100
ml. Para los HAPs y debido a su baja solubilidad en agua, se prepararon disoluciones
madre de 50 pg/ml de cada uno en etanol, metanol, acetona, acetonittilo, 1,4-dioxano y
N,N-dimetilformamida disolviendo 2.5 mg de analito en 50 mlL de cada uno de los

disolventes organicos.
12.2 Disoluciones reguladoras

En la Tabla R-5 se presentan las diferentes disoluciones reguladoras utilizadas junto

con la sal, cantidad de la misma y reactivo usado para ajustat el pH.
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Tabla R-5. Disoluciones reguladoras

Disolucion reguladora Sal Cantidad (g) Ajuste pH
HAc/AcNa 0.1 M de pH 5.0 CH,COONa 0.820 NaOH
Citrato/HC1 0.1 M de pH 5.0 CHNa,0,2 H,0 0.751 HCl
Ftalato/HC1 0.1 M de pH 5.0 CH.KO, 2.042 HCl
Glicina/HC1 0.1 M de pH 2.5 C,H.NO, 0.751 HC1
Ftalato/HC1 0.1 M de pH 2.5 CH.KO, 2.042 HCl
Ftalato/HC1 0.1 M de pH 6.0 C.HKO, 2.042 HCl
H,PO,/ HPO,” 0.1 Mde pH 6.0  NaH,PO,H,0O 1.380 NaOH
H,PO,/ HPO,” 0.1 MdepH 7.0 = NaH,PO,H,O 1.380 NaOH

e e e e T e e e e R e e e e e e St P e o o B e e |

12.3 Disoluciones regeneradoras

Se han probado distintas disoluciones que permitieran que el optosensor propuesto

fuese un sistema reutilizable. Las disoluciones ensayadas fueron:

e Acidos: HCI 6 M, HNO, 6 M y H,SO, 6 M

e Bases: NaOH 0.05,0.1,0.5,1,2,4y8 M

e Disolventes orginicos puros (etanol, metanol, acetona, acetonitrilo, 1,4-
dioxano y dimetilformamida) y disoluciones en agua bidestilada en

diferentes propotciones (v/v).
1.2.4 Disoluciones de interferentes

Para llevar a cabo el estudio de la influencia de la presencia de altos contenidos
proteicos en otina, se adicion6 albimina solida a la otina para simular concentraciones de
80, 160 y 800 mg/L. La Tabla R-6 muestra las cantidades pesadas de albiimina para

preparar 50 mL de orina a las concentraciones anteriormente citadas.

Para llevar a cabo el estudio de interferentes i6nicos, se prepararon 100 mL de
disoluciones de 1 g/L de cada una de las especies idnicas (excepto para la especie HCO,
que se prepar6 una disolucién de 10 g/L). La Tabla R-7 muestra las especies ensayadas, el

compuesto quimico de partida y la cantidad pesada.
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Tabla R-6. Disoluciones de interferentes proteicos (albumina)

Concentracion Cantidad de albimina

(mg/L) pesada (mg)
80 4
160 8
800 40

Tabla R-7. Disoluciones de interferentes iénicos

Especie idnica Sal Cantidad pesada (g)

Na* NaNO, 0.370

K" KNO, 0.259

Ca™ Ca(NO,),4H,0 0.590

Mg** Mg(NO,), 6H,O 0.964
S0~ Na,SO, 10H,0 0.335

Cr NaCl 0.165
HCO; NaHCO, 1.380
NO; NaNO, 0.137

2 Instrumentacion

21 Medidas de fluorescencia

Las medidas de intensidad relativa de fluorescencia (I.R.F.), la respuesta del
optosensor y el registro de los espectros se han llevado a cabo en un espectrometro de
luminiscencia Aminco-Bowman Series 2 equipado con una lampara de Xenén continua de
150 W. Este espectrofluotimetro esta conectado a través de una interfase GPIB (IEEE-
488) con un ordenador tipo PC compatible con microprocesador 386 (33 MHz) bajo
sistema opetativo OS/2 version 2.0. El ordenador lleva instalado un programa de gestion

de datos AB2 (Aminco-Bowman) version 1.40.
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Para la consecucién del capitulo III de la presente Memortia, donde se desarrollan
dos optosensores fluorescentes de fibra optica para la determinacion de principios activos

farmacoldgicos, se utilizé un luminémetro modular que consta de:

e Una limpara continua de Xe de 150 W (Shimadzu, ref.: 206-11695)
equipada con una fuente de alimentaciéon de alto voltaje (Shimadzu ref.:
200-84042-01), un reflector (Shimadzu ref: 205-84334) y un espejo
elipsoidal recubierto de SiO, para la condensacion de la luz.

e Filtros de corte de la casa comercial Oriel.

e Fibras 6pticas (Eurofibroptic PG Seties) de apertura numérica 0.50, angulo
de aceptacion de 60°, didmetro interno de 1.5 mm y longitud 100 cm.

e Tubo fotomultiplicador Shimadzu R212-09.

Para la consecucién del apartado 2 del capitulo VII de la presente Memoria, donde
se desatrrolla un optosensor fluorescente de fibra Optica, se utilizé6 un espectrografo

modular que consta de:

e Una limpara continua de Xe de 150 W (Shimadzu, ref.: 206-11695)
equipada con una fuente de alimentaciéon de alto voltaje (Shimadzu ref.:
200-84042-01), un reflector (Shimadzu ref.: 205-84334) y un espejo
elipsoidal recubierto de SiO, para la condensacion de la luz.

e Un monocromador de excitacién (Shimadzu ref.: 209-55517-01) equipado
con una red de difraccién céncava de 1300 lineas/mm y rendijas de tamafio
variable (de 1.5 a 20 nm).

e Un filtro de interferencia (Oriel, modelo 53425) con una transmisién
maxima a 390 nm y una anchura de banda de 10 nm.

e Fibras 6pticas (Eurofibroptic PG Seties) de apertura numérica 0.50, angulo
de aceptacion de 60° diametro interno de 1.5 mm y longitud 120 cm.

e Espectrografo Acton Research Corporation modelo Spectrapro-3001.

e Adaptador de fibra optica Acton Research Corporation modeloFC-446-
020.

e Detector de acoplamiento de carga de 1024 x 256 pixels (de tamafio 19 x

19 pm y cortiente oscura 0.2 e/pixel/h a —110°C) equipado con un



Reactivos, instrumentacidn y metodologia

intensificador (OMA4, EG&G PAR modelo 1530 C/CUV 1024S) y

refrigerado con nitrégeno liquido.
2.2 Control de temperatura

El control de la temperatura y su mantenimiento en la realizacién de las medidas de

fluorescencia se efectué con un Ultratermostato Selecta modelo Frigiterm, capaz de regular

la temperatura entre —10.0 y 99.9 °C con una precisién de 0.1 °C, provisto de sistema

circulatorio.
2.3 Pesada

Las pesadas se llevaron a cabo mediante la utilizaciéon de un granatario y una

balanza de precision.

e Granatario Cobos modelo serie CB (sensibilidad 1 mg).

® Balanza Mettler modelo AE240 (sensibilidad 0.01 mg).
2.4  Material para anilisis por inyeccion en flujo

¢ Bomba peristaltica Gilson Miniplus 3 de cuatro canales.
e Valvulas de inyeccioén de 6 vias Supelco Rheodyne modelo 5020.
e (Célula de flujo de cuarzo Hellma modelo 176.052-QS con un paso de luz de

1.5 mm y una altura del centro de la ventana de 15 mm.
e Jeringas esterilizadas de 10 mL Plastipak.
e Tubos de Teflon (politetrafluoroetileno) de 0.8 mm de diametro interno.
e Conexiones Omnifit de teflon.

e Material de flujo (tubos, conectores, valvulas, etc.) de material inerte.

2.5 Material adicional

e Bafio de ultrasonidos Selecta modelo Ultrasons de 40 Khz de frecuencia.
e Centrifugadora Heraeus modelo Labofuge 200.

e Micropipetas Transferpette Brand Typ Digital de 10-50 pL, 50-250 pL y
200-1000 pL.
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e Mortero de agata.

e Tamices con paso de luz 0.160 mm, 0.120 mm y 0.080 mm (Filtra).

e Material de vidtio como pipetas, graduadas y aforadas de diversos
volimenes comprendidos entre 1 y 50 mL, tubos de ensayo, tubos de tapon

de rosca, matraces aforados y vasos diversos.

Los tecursos informaticos utilizados en la presente Memoria han sido:

e Alamin 1.0'. Programa quimiométrico utilizado para determinar los
patimetros de fiabilidad del método propuesto y analizar la veracidad de la
metodologia de la adici6n de estandar.

e Microsoft Excel 2000. Hoja de calculo usada para llevar a cabo los calculos
de la respuesta del optosensor y media aritmética, desviacion estandar y
error de las réplicas llevadas a cabo.

e Surfer 5.02. Programa de disefio grafico para el tratamiento de
tridimensionales y curvas de nivel.

e AB2 (Aminco-Bowman) versién 1.40. Programa de gestion de datos para la
adquisicién y manipulacién de los datos experimentales obtenidos por el
espectroluminémetro Aminco-Bowman Series 2.

e Simulador SNNS (Stuttgart Neural Network Simulator )”.

® Programas diseflados por el Grupo de Investigacion “Sistemas inteligentes” del
Departamento de Ciencias de la Computacién e Inteligencia Artificial de la

Universidad de Granada®.

AM. Gatcia Campafia, L. Cuadros Rodriguez, F. Alés Barrero y M. Romin Ceba. “Alamin- A
chimiometric program to check analytical method petformance and to assess the trueness by standard
addition methodology”. Trends Anal. Chem., 16 (1997) 381.

Stuttgart Neural Network Simulator. Universidad de Sttutgart, Universidad de Tiibingen, Alemania
(1989-2002). http:/ /www-ra.informatik.uni-tuebingen.de/SNNS/.

J-M. Benitez, ].D. Castro e I. Requena. “Are artificial neural networks black boxes?”. IEEE Trans. \ on
Neural Netwotks, 8 (1997) 1156.
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3 Metodologia

Para llevar a cabo la optimizacién de los parametros y vatiables estudiadas se han
realizado tres medidas para cada valor de parimetro o variable experimental con respecto al
tiempo, obteniéndose el fiagrama (registro de la intensidad relativa de fluorescencia con el

tiempo) (véase Figura R-1) y calculando su intervalo de etror mediante la ecuacion:

oy
~

Intervalo de error = £

<l

donde s es la desviacién estandar de las medidas, 7 es el numero de réplicas realizadas
(normalmente tres) y 7 es la t de student para n-1 grados de libertad y un nivel de confianza

del 95% (que para el caso de tres réplicas tiene el valor de 4.303).

LRF,

Tiempo (s)

Figura R-1. Ejemplo de fiagrama.

Asi, se establece la intensidad relativa de fluorescencia (ILR.F.) como la cantidad de
luz, en unidades arbitrarias, que llega al detector del luminémetro. Por otro lado, se ha
establecido la respuesta del optosensor como la diferencia entre la LR.F. obtenida
cuando el analito estd soportado sobre la fase sensora (sefial) y la LR.F. obtenida por la

dispersion de la luz de la resina (ruido) (véase Figura R-2).

Por ultimo, el #empo de respuesta del optosensor es el tiempo que transcutre

desde que se inyecta el analito hasta que se obtiene la mayor sefial (véase la Figura R-3).
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Respuesta del optosensor
(Diferencia sefial-ruido)

LR-E.

LR.F.

Sefial de fondo
(Ruido)

N Linea base
v

Tiempo (s)

Figura R-2. Definicion de linea base, I.R.F., sefial de fondo o ruido y
respuesta del optosensor o diferencia sefial-ruido.

Punto de
maxima LR.F.

Tiempo de respuesta

Inyeccién
del optosensor

del analito

IR.F.

Tiempo (s)

Figura R-3. Definicion del tiempo de respuesta del optosensor.

31 Seleccion de la fase sensora

Para el desarrollo de un optosensor se ha de elegir una fase sensora que permita una
fijacion selectiva en su estructura quimica del analito en estudio y que ésta tenga

propiedades fluorescentes adecuadas.

Para ello, se han evaluado 11 tipos de tesinas diferentes: no i6nicas (Gel de Silica

Davisil, Gel de Silica Merck, Ambetlita XAD 2, Ambetlita XAD 4 y Amberlita XAD 7),
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anionicas (Dowex 1x2, Dowex 1x4 y Dowex 1x8) y catiénicas (Dowex 50wx2, Dowex

50wx4 y Dowex 50wx8).

Ademas del tipo de tesina, el tamafio de la misma también influye en la interaccién
que se produce entre el analito y la fase sensora y por tanto, en las caracteristicas analiticas
del optosensor. Por ello, se trituraron las resinas en un mortero de dgata y se tamizaron

obteniendo cuatro tamafios diferentes de patticula:< 80 um, entre 80 y 120 pum, entre 120 y
160 um y >160 um).

Para la seleccion de la fase sensora, las difetentes resinas (a un tamafio de particula
entre 80 y 120 pm) se empaquetaron en la célula de flujo y se evalud la respuesta del
optosensor obtenida por cada una de ellas asi como el etror de las medidas. Una vez
seleccionada ésta, se procedié al estudio del efecto del tamafio de particula evaluando la
respuesta del optosensor y el etror producido para cada tamafio ensayado de la resina

seleccionada.
3.2  Caracteristicas espectroscopicas
3.2.1 Caracteristicas espectroscépicas en disolucion

Se registraron los espectros de excitacién y emision fluorescente en disolucion
acuosa de cada uno de los analitos estudiados, para obtener sus caracteristicas
espectroscépicas en disolucién. Estas se utilizaron como punto de partida en cada
optimizacién de los paramatros y vatiables que afectan a las caractetisticas analiticas del

optosensot.
3.2.2 Caracteristicas espectroscépicas en fase solida

Para ello, una suspension de la resina seleccionada en una disolucion de
concentracién conocida del analito se empaquetd en una cubeta de flujo convencional y se
registraron los especttos de emision y excitacién, obteniéndose las caractetisticas
espectroscopicas del analito soportado en la fase sensora. Postetiormente, una suspension
de la resina seleccionada se empaquetd en una cubeta de flujo convencional y se volvieron
a registrar los espectros de excitacién y emision fluorescente a las longitudes de onda del
analito, obteniendo las caracteristicas espectroscopicas de la resina a los maximos de

excitacion y emision del analito en estudio.

Para determinar cuales son las longitudes de onda de onda mas apropiadas para la

medida de fluorescencia se procedié a la eliminacién de la contribucién de la fase sensora,
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mediante una substraccion de los espectros

cuando no lo estaba (véase Figura R-4).

Espectro de excitacion

del analito+resina

N

LR.F.

obtenidos cuando el analito estaba fijado y

>111S101n

Longitud de onda (am)

Se resta el

al espectro de excitacion del analito+resina y
se obtienen el espectro de excitacion del
analito en fase solida.

e

Respuesta del optosensor

|| Se resta el

i tresina y se obtienen el espectro
de emision del analito en fase solida.

Espectro de excitacion del
analito en fase solida

;\\ Espectro de emision del
\ analito en fase solida

V

Longitud de onda (nm)

Figura R-4. Esquema general de la obtencion de las caractetisticas
espectroscdpicas en fase solida.

3.3 Diseifio del sistema de flujo

Para desarrollar un optosensor convencional es necesatio acoplar la fase
Opticamente activa con un sistema de anilisis en flujo. Todo sistema FIA consta de, al

menos, cuatro partes (véase la Figura R-5): una unidad de propulsiéon, un sistema de

inyeccioén, una zona de reaccién y un sistema de deteccion.

El sistema FIA utlizado en la presente Memotia presenta una serie de
patticularidades y estd formado por una bomba peristaltica que impulsa a una disolucion
portadora, una valvula de inyeccién de muestra, una valvula de regeneracién y un sistema

de deteccién, que para optosensores convencionales es una cubeta de flujo situada en el

compartimento de muestra del espectroluminémetro (ver Figura R-6).
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Unidad de propulsion Sistema de Zona de Sistema de deteccion
Inyeccion reaccion

] E—

i~

(]

.5

w3

<

) Muestra

Célula de flujo

NANAA tO>

Vilvula de
=
) inyeccion
g ' 3
- U
9] —
Proceso
adicional
Figura R-5. Esquema general de un sistema FIA.
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Figura R-6. Esquema del sistema FIA empleado.
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En la cubeta, la resina se retiene mecanicamente por una malla de tela y se hace
coincidir la fase sensora con el haz de excitaciéon y el monocromador de emision del

mstrumento (véase la Figura R-7).

*

\
% - Malla de tela

12

Fase sensora

Figura R-7. Esquema de Ia cubeta de flujo empleada.

3.4  Seleccidén de la disolucién regenerante

Cuando la interaccion entre el analito y la fase sensora es irreversible en un tiempo
adecuado para su uso analitico, es necesario la utilizacién de un sistema de regeneracion

que transforme al optosensor en reutilizable.

Para proceder con la seleccién de la disolucion regenerante, se empaquetd la resina
y se inyecto el analito en estudio. Cuando todo el analito estaba retenido en la fase sensora,
se procedié a la inyeccién de las diferentes disoluciones regeneradoras, seleccionando
aquella que de forma ripida, sucesiva y repetitiva reproducia con mas exactitud la linea base

y pot tanto la respuesta del optosensor (véase Figura R-8).
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| ) regenera ,
| Si regenera
No regenera \ 8

IR.F.

Tiempo (s)

Figura R-8. Seleccion de Ia disolucion regenerante.

3.5 Seleccion de parametros instrumentales de medida
3.5.1 Optimizacion de Ia sensibilidad del detector

La sensibilidad se refiere a la capacidad del instrumento para medir una sefial
distinguiéndola del ruido de fondo. Se ajusta mediante el cambio del voltaje aplicado al
fotomultiplicador. La sensibilidad del detector es una medida del grado de ampliacién de
las sefiales luminiscentes. Su valor puede oscilar entre 250 a 1275 V, si bien lo normal
cuando se trabaja con la lampara continua del espectrofluorimetro es de 500 a 750 V. Este

parametro afecta tanto al valor de la sefial analitica como a su repetibilidad.

Pata su optimizacién de realizaron sucesivas inyecciones de una muestra en el
sistema de flujo mientras se vatiaba el voltaje aplicado al fotomultiplicador, seleccionado
como 6ptimo aquel voltaje que producia la mayor respuesta del optosensor con un etror
adecuado al método pretendido. La curva tipica que se obtiene en todos los casos es del

tipo de la que se presenta en la Figura R-9.
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Respuesta del optosensor

Voltaje del detector (V)

Figura R-9. Curva tipica de dependencia de Ia respuesta del
optosensor con el voltaje del foromultiplicador.

3.5.2 Optimizacion de las rendijas

Las medidas de fluorescencia se pueden realizar, de forma general, a distintos
anchos de rendija. El espectroluminémetro permite variar el ancho de rendija de 0.5 a 16
nm, tanto para la excitacién como para la emisién. Este parametro esta intimamente
relacionado con la sensibilidad del optosensor y dependera del voltaje aplicado al detector,

ya que a mayor voltaje seleccionado las rendijas tendran que ser menores y viceversa.

Para su optimizacién se realizaron sucesivas inyecciones de una muestra en el
sistema de flujo mientras se variaba la anchura de las rendijas de excitacién y emision
simultineamente en todos los posibles valores de anchura, seleccionado como aperturas de

rendfja 6ptimas aquellas que producian la mayor diferencia sefial-ruido.
3.5.3 Resolucion del instrumento

La resolucién es el tiempo que transcurre entre dos puntos consecutivos adquiridos
por el instrumento. Este parametro incide directamente en el error del optosensor, ya que
afecta directamente a la definicién de los fiagramas registrados, y no tanto a la respuesta del
optosensor. Ademas, la resolucién influye sobre la dimension de los ficheros informaticos

generador por el instrumento en la digitalizacion de los fiagramas.
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Para su optimizacién, se realizaron sucesivas inyecciones de una muestra en el
sistema de flujo mientras se variaba la resolucién del instrumento, seleccionado como
optima el mayor valor de resoluciéon que definia eficientemente los fiagramas. De esta
forma los fiagramas contenian toda la informacion posible y los archivos informaticos eran

mas faciles de manejar.
3.6  Optimizacion de variables expetimentales

En este apartado se va a indicar c6mo se lleva a cabo, a lo largo de la presente
Memoria, la seleccién del pH de trabajo, el tipo y concentracién de disolucién reguladora
usada y tipo y porcentaje de disolvente organico, tanto para la disolucion portadora como

para la muestra.
3.6.1 pH, tipo y concentracion de disolucion reguladora

El pH afecta a la disociaciéon de los grupos ionizables de los diferentes compuestos
en funcién de su pK, y también a la capacidad de retencién de estos analitos en la resina.
Por tanto, es necesario establecer el pH 6ptimo de medida fluorescente de los analitos en
las fases sensoras y seleccionar el tipo y concentracién de la disolucién reguladora mas

adecuada 2 ese pH.

Para establecer el pH de trabajo se prepararon una setie de portadores y muestras a
diferentes pHs (fijados con HCl y/o NaOH) y se seleccioné el pH con el que se obtenia
una mayor respuesta del optosensor. Una vez establecido, se prepararon diferentes
portadores y muestras en las que se adicion6 la cantidad adecuada de las disoluciones
reguladoras, al pH elegido, a una concentracién final de 5 mM, seleccionando aquella que
producia la mayor diferencia sefial-ruido. Por Wltimo, se ensayaron difetentes
concentraciones de la disolucion reguladora al pH de trabajo 6ptimo, tanto en las muestras
como en el portador, eligiendo como 6ptima aquella concentracién en la que se obtenia

una buena sefal del optosensot con un error adecuado.
3.6.2 Tipo y porcentaje de disolvente otgdnico

El disolvente organico se utiliza en el desarrollo de optosensores de analitos

altamente insolubles en agua. La presencia del disolvente orginico ayuda a la solubilizacién
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de los analitos en mezclas hidro-organicas e impide que éstos queden retenidos en los

tubos de teflon del sistema FIA.

Para su seleccién, se adicionaron potcentajes crecientes de disolventes organicos
miscibles con agua a las muestras, manteniendo la ausencia de disolvente orginico en el
portador, y se seleccioné aquel que producia una respuesta del optosensor adecuada al
menor potcentaje posible. Una vez seleccionado el tipo y potcentaje de disolvente organico
en las muestras se procedié a la seleccién del porcentaje de disolvente organico dptimo en
el portador. Para ello, manteniendo la muestras en sus condiciones experimentales 6ptimas,
se vari6 el porcentaje de ese disolvente organico en el portador, seleccionando el porcentaje

adecuado para obtener la mayor diferencia sefial-ruido.

Hay que tener en cuenta, que tanto las vilvulas de inyeccién como las tuberias de
teflon y conectotes soportan la presencia de disolvente organico, sin embargo, las tuberias
de las bombas peristalticas se detetioran ripidamente con su presencia, por lo que, en todos
los casos en la que la presencia de disolvente orginico en el portador no mejore
sustancialmente la respuesta del mismo se optatd por no adicionatlo en la disolucién

portadora.
3.7  Optimizacion de variables de flujo

Las variables FIA que afectan ptincipalmente al tiempo de respuesta y a la

sensibilidad del optosensot son la velocidad de flujo y el volumen de muestra inyectado.
3.7.1 Velocidad de flujo

La bomba peristaltica usada permite establecer diferentes flujos en funcién de la
velocidad de rotacién de la bomba y del calibre de los tubos utilizados. Para ello,
previamente se eligi6 un tubo de calibre adecuado y se estableci6 la relacién entre velocidad

de la bomba y flujo en mL/min.

Para seleccionar el fluyjo adecuado se procedié a registrar la respuesta del
optosensor y el tiempo de trespuesta mientras se vatiaba la velocidad de flujo,
seleccionindose como 6ptima aquella en la que se obtenia la mayor diferencia sefial-ruido y

el menor tiempo de respuesta posible.
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3.7.2 Volumen de muestra inyectado

En la vilvula de inyeccién de muestra se pueden acoplar bucles de diferentes
volimenes entre 0.5 y 4.0 mL (experimentalmente se ha demostrado que volimenes
supetiores a 4 mL dificultan mucho la introduccién de muestra debido a la gran presion

originada en la valvula).

Para su optimizacion, se procedié a registrar la respuesta del optosensor y el tiempo
de respuesta mientras se variaba el volumen del bucle de la vilvula de inyeccién de muestra,
seleccionandose como soluciéon de compromiso aquel en el que se obtenia la mayor

diferencia sefial-ruido y el menor tiempo de respuesta posible.
3.8 Establecimiento del método analitico
3.8.1 Procedimiento operatotio

Optimizados todos los parimetros instrumentales y variables expetimentales se
procede al establecimiento del procedimiento operatorio a seguir en el desarrollo del
método propuesto, indicando de una forma precisa las condiciones a las cuales se han de

llevar a cabo las medidas.
3.8.2 Recta de calibrado

Se estableci6 la recta de calibrado del método establecido, variando la
concentracion del analito dentro del intervalo lineal y registrando la respuesta del
optosensor a las condiciones expuestas en su procedimiento operatotio. Se midieron tres

réplicas para cada nivel de concentracidn.
3.8.3 Parimetros de fiabilidad

El tratamiento estadistico de los datos se llevé por dos procedimientos distintos.

En primer lugar, se aplicé el tratamiento propuesto por la IUPAC' y en segundo lugar, y de

4. TUPAC. “Nomenclature, symbols, units and their usage in spectrochemical analysis-Il. Data
interpretation”, 33B (1978) 242.
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forma comparativa, se realizé el propuesto por Cuadros Rodriguez y o0/’ basado en la

expetiencia del calibrado.

Ambos procedimientos proponen estimar los parimetros de calidad del método a
pattit de una serie de téplicas de distintos patrones; para ello es necesatio obtener la recta
de calibrado, se recomiendan 3 réplicas para 5 valotes de concentracién. La ecuacion de la
recta setia:

R=a+ b (Ecuacion 1)

donde R indica la sefial del instrumento, ¢ la concentracién, # la ordenada en el origen y 4 la
pendiente; el cilculo de la ecuacién de la recta de calibrado se hace aplicando el modelo
estadistico de la regresién lineal, que permite, no sélo encontrar dicha ecuacién con el
menor etror a partit de las medidas experimentales, sino que también suministra una

medida de la imprecision de este calculo.

Con los datos obtenidos, se calculan los valores de la pendiente y de la ordenada en
el origen, a pattir de las ecuaciones cortespondientes. Hay que destacar que deben tomarse
todas las parejas de valotes de forma individual y no calcular la media de las sefiales para

cada patrén de concentracion.
a) Tratamiento propuesto porla IUPAC

El tratamiento estadistico se ha llevado a cabo mediante los calculos descritos por la
IUPAC que indican que es posible establecer unos limites alrededor del valor medio
estimado, dentro de los cuales se puede esperar hallar la media de la poblacién con cierto
grado de probabilidad. Estos limites se denominan limites de confianza o probabilidad de
que sea cietto que la media de la poblacién estd comprendida entre ellos. El intervalo
definido pot los limites alrededor de la media estimada se denomina intervalo de confianza.

Se usara, durante todos los cilculos, un nivel de confianza del 95%.

El intervalo dentro del cual se puede afirmar que se encuentra la media de la
probabilidad o nivel de confianza, se puede escribir:

Y
L

Jn (Ecuacion 2)

5. L. Cuadros Rodriguez, A.M. Garcia Campafia, C. Jiménez Linates y M. Roman Ceba. “Estimation of
petformance characteristics analysis of an analytical method using the data set of the calibration
experiment”, Anal. Lett., 26 (1993) 1243.
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donde ¢ es la concentracién media obtenida a partir de las muestras analizadas, 7 es el valor

estadistico de la t de Student y s es la desviacién estindar de estos valores.

Ademas de estos intervalos, se obtiene el valor del etror trelativo medio (E), que
evalia conjuntamente la precisién y exactitud, y el valor de la desviacion estindar relativa

(DER), que evalia la precision de la determinacion, y cuyas expresiones son:

g =10
¢ ~n
(Ecuacion 3)
DER. ="
coln

donde s es la desviacién estandar obtenida en los ensayos de repetibilidad, expresados en

unidades de “sefial analitica”.

Segtn la IUPAC, el limite de deteccion (L.D.) se define como la minima cantidad
de analito, expresada en unidades de concentracion, distinguible de la cotrespondiente sefial

del blanco con un cierto nivel de confianza, y viene expresado por:

k5.,
L.D,=" te (Ecuacién 4)
b

donde 4 es la pendiente de la curva de calibrado y £ es un valor numérico elegido segun el
nivel de confianza que se desee. Se ha utilizado un valor de £=3 correspondiente a un nivel

de confianza del 99.86%.

El limite de cuantificacion (I.C) se establece como el limite inferior de
concentraciones por debajo del cual las medidas no ofrecen un determinado nivel de
confianza. Viene dado por la expresion:

ks

LC==—"54
b

(Ecuacion 5)
utilizandose un valor de £=10.

El término precision se refiere a la repetibilidad o reproducibilidad de un conjunto
de medidas repetidas, o el grado de dispetsion de las medidas individuales, en torno a su
media. El parametro mas atil para establecer la precision del método de analisis es la

desviacion estandar. Por otra parte, el término exactitud se refiere a la diferencia o error
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entre la media del conjunto de resultados y un valor que se acepta como verdadero o

correcto.

El intervalo dinamico lineal se define como el intervalo de concentraciones en el
que la curva de la sefial analitica es lineal, o la zona donde la pendiente de dicha curva de

calibracién permanece constante.
b) Tratamiento segin el método de regresion lineal

Ademas del método propuesto por la IUPAC se ha llevado a cabo la estimaci6n de
los parametros de calidad de los métodos analiticos instrumentales propuestos, a pattit de

los datos de la experiencia del calibrado.

Este procedimiento propone estimat los parametros de calidad del método a partir
de una serie de réplicas de distintos patrones; para ello, es necesario obtener la recta de

calibrado (ver ecuacioén 1).

Asimismo, se calcula la desviacién estandar de regresion de R sobre c, s; ., mediante

la siguiente ecuacion:

T2 - () (Ecuacién 6)

donde:
(RR)=) (R, ~R)’
(Re)= (¢,~¢):(R,~R)
()= (c;=¢)"

R, es cada valot de sefial analitica del conjunto de medidas utilizadas para cada uno de los
calibrados tomada de forma individual, R la sefial analitica media, ¢; cada concentraciéon del

conjunto de patrones utilizados en el calibrado, ¢la concentracion media del conjunto de
patrones utilizados en el calibrado y 7 el nimero total de parejas de puntos utilizados para

calcular la recta de regresion.

A partir de la desviacién estindar de regresion sz, se calculan las desviaciones

estandar de la pendiente, s, y de la ordenada en el origen, s, a través de las ecuaciones:

> Y
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- /’ Z . (Ecuacion 7)
ﬂz ( e, —c)’

/nZ(c —c)?

(Ecuacion 8)

La determinacién de las concentraciones de analito de una disolucién problema se
puede obtener aplicando la ecuacién de la recta de regresién. Sin embatgo, la estimacién de
la imprecision asociada a dicha determinacién es mas compleja, ya que depende tanto del
error en la medida de la seflal, como de los errotes que implica el uso de la pendiente y de

la ordenada en el origen.

La expresion general que calcula la desviacién estandar de la concentracion sobre

los valores obtenidos en una serie de analisis repetitivos6 es:

Re / ! £ 7, (R - R)’ (Ecuacion 9)

S =

b w6 (e =)

donde 4 es la pendiente de la recta de regresion, 7 es el nimero de repeticiones del analisis.

El valor de s, dependera del nimero de puntos de calibracién y del nimero de
determinaciones realizadas, pudiéndose minimizar la desviacién estindar de la

concentracion haciendo que 7 sea igual a 7.

Operando de esta forma se pueden establecer los distintos parametros de calidad del

meétodo basandose en los distintos valores obtenidos:

e Linealidad: En este método se propone a la desviacion estandar de la
pendiente, D.E.R. () como media matematica de la linealidad, que se calcula por
el cociente del valor de s,entre 4. De esta forma la linealidad vendra determinada

por la diferencia 7-D.E.R.(b) (exptesada en forma de porcentaje).

e Sensibilidad: En este método se propone una expresion del analisis de

regresion, cuyo valor es caractetistico del calibrado del método instrumental e

6. A. Martin Andrés y J.D. Luna del Castillo. “Bioestadistica para las ciencias de la salud”, ED. Norma,
Madrid (1990).



Reactivos, instrumentacion y metodologia

independiente del instrumento y de las transformaciones matematicas llevadas a

cabo para la lectura de la sefial, siendo asi éste un buen criterio de comparacion:

sengibifidal =2 (Ecuacion 10)

o Precisién: Matematicamente, la precisién se puede expresar por la desviacion
estindar relativa (o coeficiente de variacion). Esta se calcula dividiendo la
desviacién estandar, 5, entre el valor medio de concentracién determinada, ¢,
(generalmente se expresa en forma de porcentaje). De esta forma la desviacién
estindar relativa de la concentracién, D.E.R.(¢), quedaria como se indica a
continuacion:

5
D.ER.(¢c)= B -100 (Ecuacién 11)

Este cilculo sélo se puede realizar para las concentraciones utilizadas en la recta
de calibrado. Sin embargo, el modelo utilizado permite representar los datos
obtenidos para cada valor de concentracién y, por interpolacién, estimar la

precision para cualquier valor del intervalo de concentraciones del calibrado.

e Limites de deteccion y cuantificacion: Segun el tratamiento propuesto potr
la TUPAC se esta calculando la desviacién estindar de la concentracion
cotrespondiente al blanco y no se toma la imprecisién del valor de la pendiente.
En este método se propone la utilizacion de s, utilizando los valores de la sefial
del “blanco” medidos para establecer la recta de calibrado. De esta forma, el
limite de deteccién se calcularia, utilizando la aproximacién de la IUPAC, como

indica la ecuacién:
LD.=3: 5., (Ecuacion 12)

El limite de cuantificacién’ vendria dado tnicamente sustituyendo en la misma

ecuacion el valor 3 por el de 10.

LC.=10:s, (Ecuacion 13)

7. Analytical Methods Committee, (1987).
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3.8.4 Método de adicion de patron

El establecimiento de la veracidad de un método analitico conlleva la comprobacion
de que los resultados obtenidos por su aplicacién no son significativamente diferentes del
verdadero valor convencional. Para ello, y en ausencia de materiales y métodos de

referencia, se recurre al uso de la metodologia de adicién de patrén.

El uso de esta metodologia requiere la ausencia de etrores sistematicos que no
puedan ser corregidos, bien atribuibles al sistema de medida o cometidos en el proceso de
calibrado, o bien debidos a una intetferencia directa a partir de la matriz de la muestra
(definida por Cardone como cualquier sustancia de la mattiz de la muestra, que es mayor o
menor que la debida sélo al analito, produciendo asi un error sistematico de magnitud no

aceptable).

Si la técnica de adicion de patrén se utiliza para comprobar la validez de un
procedimiento analitico, es necesario asegurar que no existe el efecto interactivo mattiz-
analito, es decir, que no existe un etror sistematico propotcional que provocatia una
modificaciéon de la pendiente del calibrado con adicién. Para comprobarlo hay que
comparar la pendiente de la recta obtenida en el calibrado con adicién de patrén con la
pendiente de la recta de calibrado. El paralelismo de tales rectas implica la ausencia de tal

efecto interactivo.

Para ensayar la igualdad de pendientes, se usa un test de la 7 de Student. El

estadistico, con (7;+#,—4) grados de libertad, a utilizar se calcula por la siguiente expresion:

by —b4 (Ecuacion 14)
1 1

J‘Pﬂ ~ 2+ = b
\jZ(‘};s"”;) Z(Q,A_‘A)

donde 4 es la pendiente de la recta del calibrado, &, es la pendiente de la recta de adicion

Lu(l)=

de patrdn, s, es la desviacion estandar promedio entre el calibrado y la recta de adicién de
patrén, ¢ son los valores de cada concentracion usados en el calibrado con patrones

tomados de forma individual, ¢, son los valores de cada concentracion usados en la

adicién de patrén tomados de forma individual, ¢ ; es la concentracién media del conjunto
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de patrones utilizados en la recta de calibrado y ¢ , es la concentracién media del conjunto

de patrones afiadidos en la recta de adicion de patrén.

La desviacién estandar promedio (s,) se calcularia:

(15=2)-53 +(n.~2) 5% e )

K) =
7 1\] Bttt 4

donde 7 es el nimero de datos utilizados para establecer el calibrado con patrones, 7, es el
ntimero de datos utilizados para establecer la recta de adicién de patrén, s es la desviacion
estandar de regresién de la recta de calibrado y s, la desviacién estandar de regresién de la

recta de adicion de patron.

Para el calculo de las desviaciones estindar de regresién, tanto de la recta de

calibrado como de la de adicion de patrédn, se utiliza la ecuacion 6:

2 =1 |(rr)- (Re)’ (Ecuaci6n 6)
f— 2 (cc)

Las pendientes no difieren significativamente para un nivel de significacion del

99%, si el valor de la #(b) caleulada es menot que la #(b) tabulada.
3.9  Aplicaciones

Optimizadas todas y cada una de las variables experimentales e instrumentales y
establecidas las rectas de calibrado y sus parimetros de fiabilidad, asi como los niveles de
interferentes que toleran los optosensores propuestos se procedié a la aplicacién del

método propuesto a muestras reales.

Las aplicaciones llevadas a cabo en la presente Memoria se pueden dividir en dos,
las determinaciones de principios activos y de hidrocarburos aromaticos policiclicos,

respectivamente.
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3.9.1 Determinacion de principios activos

El extensivo uso de medicamentos en la vida actual y la importancia de la industria
farmacéutica hace necesatio el desarrollo de nuevos métodos sensibles y selectivos,
precisos, simples, rapidos y de bajo costo que puedan usarse en el analisis de rutina, tanto
para el control de procesos industtiales como en el control de la concentracién de éstos en
fluidos biolégicos. Pot esto, son cada vez mas los métodos en flujo continuo que aparecen

en la bibliografia para la determinacién de farmacos.

Sin embargo, estos métodos en flujo no siempre se pueden utilizar de forma
selectiva, pues son muchos los intetferentes que estan presentes en los fairmacos y mas en
los fluidos bioldgicos. Los sensotres opticos y, mas concretamente, los optosensores son
una buena herramienta para el analisis de rutina de estos principios activos, pues ademas de
incotporar las ventajas de rapidez, sencillez y bajo costo de los sistemas en flujo continuo
incorporan las ventajas de sensibilidad, reproducibilidad y bajos limites de deteccién de la

utilizacién de supetficies activas.

En esta Memotia, la determinacién de principios activos farmacolégicos utilizando

optosensores convencionales se ha llevado a cabo en dos matrices diferentes:

a) Determinacion de principios activos en productos farmacéuticos. Para ello, se
pesaron cinco capsulas o comprimidos (dependiendo de la presentacion de cada
farmaco) obteniéndose el peso medio de cada unidad. Posteriormente, se tomé la
cantidad adecuada para preparar una disolucién acuosa del farmaco de
concentracién 25 pg/mL en el principio activo, tomandose alicuotas de esta
disoluciéon y afiadiendo los reactivos necesatios (disolucién reguladora) para
obtener las condiciones expetimentales 6ptimas de medida. Una vez preparada la
muestra de medida, se inyectd en el sistema de flujo del optosensor realizando siete
téplicas en todos los casos para evaluar su contenido y el error cometido en la

determinacién.

b) Determinacion de principios activos en orina. Para ello, un voluntario ingiri6 el
medicamento que contenia el principio activo que se queria determinar y
posteriormente se recolectd la orina, bien de 24 horas, cuando se requetia la

determinacion de la cantidad de principio activo excretado via urinaria al cabo de
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24 horas, o bien, 24 horas después de la ingesta, si lo que se pretendia era evaluar la
capacidad del optosensor para detectar la ingesta de un agente dopante. Una vez
recolectada la muestra de orina, se tom6 una cantidad adecuada de ésta para que la
concentraciéon del principio activo se encontrase dentro del intervalo dinamico
lineal del método propuesto; se le adiciond la disolucion reguladora para obtener las
condiciones experimentales Optimas y se inyect6 en el optosensor. Para obtener la
cantidad de principio activo que habia en una muestra se realizaron siete réplicas y
en el caso de determinar la presencia o no del principio activo (“test de screening”)
se compar6 la respuesta obtenida con la que se obtenia con otras muestras que

estaban libres del principio activo.
3.9.2 Determinacion de hidrocarburos aromadticos policiclicos

Los hidrocatburos aromaticos policiclicos (HAPs) son compuestos altamente
cancerigenos presentes en muchas formas en el medio ambiente y la vida urbana. Debido a
que se generan por la combustiéon incompleta de los carburantes fosiles, aparecen en el aire
y rapidamente son adsorbidos port las particulas en suspension, que bien se depositan en el
suelo, permanecen en el aire o son arrastrados por la lluvia contaminando las aguas

supetficiales y subterraneas.

Es de gran importancia destacar la presencia de estos compuestos cancerigenos en
aguas de consumo humano y son la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Unién
Europea las instituciones que han decretado las cantidades maximas de HAPs que debe

tener un agua para que sea apta para el consumo humano.

En esta Memotia, la determinacion de HAPs se ha llevado a cabo en aguas de la red
de abastecimiento de diferentes localidades granadinas y en aguas de manantial

embotelladas (aguas minerales).

Las muestras de agua de abastecimiento se recolectaron en material inerte de vidrio
tras dejar fluir durante 15 minutos el agua para asi evitar que su composicion estuviese
alterada por el estancamiento en las tubetias. Las muestras de agua mineral no se
sometieron a ningun tratamiento previo sino que se analizaron directamente tal como eran

suministradas por la empresa embotelladora.
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Para llevar a cabo la aplicacién, y una vez comprobado que no se encontraban
presentes los HAPs en estudio, las muestras de agua fueron fortificadas y a una porcién de
ésta se le adicionaron los reactivos necesarios (disolucién reguladora y disolvente orginico)
para obtener las condiciones expetimentales 6ptimas. Una vez preparadas las muestras se
inyectaron en el sistema de flujo evaluando su cantidad media y el error cometido en la

determinacion.
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Optosensor de nafronil

1 Generalidades del nafronil
1.1 Estructura molecular

El nafronil, cuya férmula molecular es C,H;NO, tal y como se observa en la
Figura I-1, posee un peso molecular de 383,53 g/mol.

_CH,~CHj
O—CH,~CHyN_
CH,~CH— C\O CH,—CH;

Q0

Figura I-1. Estructura molecular del nafronil

(Y

1.2 Nomenclatura e historia

El nombre quimico dado por la IUPAC es 2-dietilaminoetil 3-(1-naftil)-2-tetrahidro
furfurilpropionato. El nombre comun mas aceptado es el de nafronil o naftidrofuril y su
abreviatura es NFL. Es un vasodilatador que se utiliza en medicina para el tratamiento de
alteraciones en la irtigacion cerebral y de érganos petiféricos. Actia como activador del
metabolismo y del flujo sanguineo, ya que puede penetrar en la circulacién arterial. El
producto fue sintetizado por Szarvasi y col.'. Los ptimeros estudios de su actividad médica
fueron realizados por Fontaine y co/” y se le empez6 a dar aplicacién médica a principios de

los afios ochenta’.
13 Propiedades

El nafronil es una sustancia ligeramente higroscépica, soluble en agua y en ciertos
disolventes orginicos polares como la acetona, dimetilformamida, diclorometano,

dimetilsulféxido y ciclohexanona. Cristaliza en acetato de etilo con un punto de fusion de
110-111°C.

1. Szarvasi. Compt. Rend., 260 (1965) 3095.
2. Fontaine. Compt. Rend. Set. D., 262 (1966) 719.
3. C.A. Clyne. Brit. J. Surg., 67 (1980) 347.
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14 Usos

El nafronil se emplea para combatir insuficiencias circulatorias cerebrales,

accidentes vasculates cetebrales e insuficiencia circulatotia periférica.

Este compuesto ha sido usado por ciertos deportistas para prevenir fallos
circulatorios cerebrales y attereopatias, tales como tirones y espasmos. Su uso
descontrolado puede causat efectos secundatios irremediables como dafios en el corazon,
pot lo que es considerado como sustancia prohibida por el Comité Olimpico

Internacional®.
15 Toxicologia

Los efectos toxicoldgicos de este compuesto son moderadamente importantes. Su
efecto es similar a los demas vasodilatadotes periféricos afectando principalmente, cuando
es consumido en grandes cantidades, al sistema cardiovascular, produciendo erupciones
exantematicas, convulsiones, bradicardia y alteraciones de la conduccion cardiaca. Estas son
las razones por las cuales se debe tener un estricto control de su consumo en deportistas, ya

que afecta directamente al corazon.
1.6 Propiedades farmacolégicas
1.6.1 Propiedades farmacodiniamicas

El nafronil es un vasodilatador periférico y cerebral. Su accién patrece estar
relacionada con una mejor utilizacién cerebral de substratos lipidicos e hidrocarbonados,
aumentando la entrada y consumo de glucosa en el cerebro. Por tanto, puede producit una
accién dindmica sobte los vasos sanguineos centrales y periféricos regulando directamente
la citculacién cetebral sin la influencia de los conductos cardiacos y sin producir

hipotension.
1.6.2 Propiedades farmacocinéticas

El nafronil es absotbido ripidamente (tiempo maximo una hora). El grado de unién

a proteinas plasmaiticas es del 80%. Es metabolizado principalmente por las colinesterasas

4. C.Rodtiguez Bueno. “Dopaje”. Ed. Interamericana-McGraw-Hill. Madnid (1992).
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plasmaticas, siendo eliminado mayoritariamente conjugado con el icido glucorénico. Su

semivida de eliminacién es de una hora.
1.7 Formulaciones comerciales

El nafronil se comercializa en Espafia unicamente como principio activo de un
medicamento denominado Praxilene, el cual viene encapsulado junto con talco, silice
microcristalina, estearato de magnesio y excipientes. Este medicamento se presenta bajo
dos envases; uno de 50 capsulas y 100 mg de principio activo por cipsula y otro de 10

ampollas con 200 mg de principio activo por ampolla.
1.8 Métodos analiticos

Son pocos los métodos analiticos establecidos para la determinacién del nafronil.
La primera determinacién del nafronil fue llevada a cabo por Walmsley y o/’ mediante
cromatografia liquida, y fue mas tarde, mejorada y simplificada por Stehlik y Houbova’ y
Yang y Thytion’. Al tratarse de cromatografia liquida, los tratamientos preliminares de la
muestra suelen ser tediosos, necesitando preconcentraciones del analito en disolventes

organicos, etc..

Existe un unico método basado en técnicas electroforéticas y fue propuesto en
1999 por Wang y Khaledi’ los cuales utilizaron la electroforesis capilar para separar y

determinar seis productos farmacéuticos, entre los que se encontraba el nafronil.

Mufioz de la Pefa y w/’ proponen la determinacién de nafronil mediante
fosforescencia a temperatura ambiente estabilizada por medios micelares en flujo parado

(stopped-flow) siendo las longitudes de onda de trabajo de 288 nm y 491 nm, para la

5.  L.M. Walmsley, P.A. Wilkinson, R.R. Brodie y L.F. Chasseaud. “Determination of naftidrofuril in human
plasma by high-performance liquid chromatography with fluorescence detection”. J. Chromatogr., 338
(1985) 433.

6. P. Stehlik y H. Houbova. Cesk. Farm., 39 (1990) 394.

7. H.Yangy F.C. Thytion. “Determination of 6 pharmaceuticals and their products in reversed-phase high-
petformance liquid-chromatography by using amine additives”. J. Liq. Chromatogr. R. T., 21 (1998)
1347.

8. F. Wang y MG. Khaledi. “Capillary-electrophotesis chiral separation of basic pharmaceutical
enantiomers with different charges using sulfated B-cyclodtextin”. J. Microcolumn Sep., 11 (1999) 11.

9. A. Muiioz de la Pefia, A. Espinosa Mansilla, J.A. Murillo Pulgarin , A. Alafién Molina y P. Fernandez
Loépez. “Determination of nafronyl in pharmaceutical preparations by means of stopped-flow micellar
stabilized room temperature phosphorescence”. Analyst, 123 (1998) 2285.
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excitacion y emisién, respectivamente. Murillo y /' proponen la determinacién de
nafronil en preparados farmacéuticos mediante fosforescencia a temperatura ambiente en
medios micelares, empleando las mismas longitudes de onda y obteniendo un porcentaje de

recuperacion alrededor del 100 %.

En el afio 2000, Cruces Blanco y co/" proponen la determinacién de nafronil en
formulaciones comerciales mediante fosforescencia a temperatura ambiente inducida por
atomos pesados, simplificando las metodologias existentes hasta ese tiempo, pues no hacen
uso de ningun medio organizado para obtener sefial fosforescente, llevando a cabo la
determinacién de dicho principio activo excitando a 292 nm y midiendo la emisién
fosforescente a 524 nm, obteniendo un limite de detecciéon de 11.2 ng/ ml y porcentajes de

recuperacion del 105%.

De esta revision bibliografica se deduce que es necesario establecer un método
selectivo, sencillo, facil de usar, de bajo costo y automatizable pata el control de nafronil en

los procesos industtiales de fabricacién.

2 Establecimiento de las condiciones expetimentales 6ptimas

21 Espectros del nafronil en disolucion

Para conocer los espectros de excitaciéon y emision fluorescente del nafronil se
prepar6 una disolucién de 500 ng/ml. de nafronil en agua bidestilada. Los espectros
obtenidos se pueden ver en la Figura I-2, en la que se observa que el nafronil posee
fluorescencia intrinseca, con dos maximos de excitacién a 284 y 294 nm y dos maximos de

emision a 326 y 336 nm.
2.2 Seleccién de la fase sensora: tipo y tamaifio de resina

La fase sensora es un elemento imprescindible en el disefio de un sensor de flujo ya

que afecta a la selectividad, reproducibilidad y precision del método analitico que se

10. J.A. Murillo Pulgarin, A. Alafién Molina y P. Fernindez Lépez. “Phosphotimetric determination of
nafronyl in pharmaceutical preparations”, Anal. Chim. Acta, 382 (1999) 77.

11. C. Cruces Blanco, A. Segura Carretero, ].F. Fernindez Sinchez y A. Fernindez Gutiétrez. “Facile and
selective determination of the cerebral vasodilator in a commercial formulation by heavy atom induced
room temperature phosphorescence”. J. Pharm. Biomed. Anal., 23 (2000) 845.
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establezca. Por ello, se llevé a cabo un estudio pormenorizado y detallado sobre la

seleccion de dicha fase sensora. Para ello se probaron once tipos de resinas:

a) No i6nicas: Ambetlita XAD 2, Amberlita XAD 4, Amberlita XAD 7, Gel de
Silica Davisil y Gel de Silica Merck.
b) Aniénicas: Dowex 1x2, Dowex 1x4 y Dowex 1x8.

¢) Catibnicas: Dowex 50wx2, Dowex 50wx4 y Dowex 50wx8.

2.0 7

L5

I.RF:
—
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Figura I-2. Espectros de fluorescencia del nafronil en disolucion.

Debido a que el pK, del nafronil es del orden de 10, la eleccién de la fase sensora se
llevé a cabo a dos valores de pH por debajo y por encima de dicho pK, (5 y 12
tespectivamente). Para ello, a las disoluciones pottadoras y disoluciones de 300 ng/mL de
nafronil se les ajust6 el pH a los valores mencionados anteriormente con HCl 0 NaOH y se
registr6 la diferencia entre la sefial analitica y el ruido de fondo 2 una longitud de onda de
excitacion y emision de 294/336 nm respectivamente, rendijas de 4 nm, tanto para la
excitaciéon como para la emision, voltaje 2 650 V y a una resolucién de 5 s (véase Figura I-
3). Como se puede ver en la figura, la mejor diferencia sefial-ruido aparece cuando se usa

Gel de Silica Davisil como fase sensora.

Tras la seleccion del tipo de resina, se llevé a cabo el estudio del tamafio de
particula mas apropiado de la resina para obtener unas buenas caractetisticas analiticas.
Para ello, la resina seleccionada se trituré en un mortero de agata y se tamiz6, obteniendo

tres tamafios: entre 80 y 120, 120 y 160 um y 160 y 200 pm. Tamafios inferiores a 80 pm no
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se probaron ya que favorecen la aparicién de sobrepresiones en el sistema de flujo. Los

resultados alcanzados se muestran en la Figura I-4.
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Figura I-3. Respuesta del optosensor con las diferentes fases sensoras

estudiadas a® pH 5y a® pH 12. [NFL]=300ng/mL. 4, _,.. 294/336 nm,
voltaje del detector 650 V, rendijas 4/4 nm.
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Figura I-4. Efecto del tamafio de particula de la Gel de Silica Davisil sobre
Ia respuesta del optosensor. [NFL]=300 ng/mL y pH=5 fijado con HCIL

A, em 294/336 nm, voltaje del detector 650 V, rendijas 4/4 nm.

Como se observa en la figura anteriot, la mayor diferencia entre la sefial y el ruido
se obtiene con un tamafio de particula entre 80 y 120 pum, observandose diferencias

significativas con respecto a los otros tamafios de particula ensayados.
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Por lo tanto, la fase sensora seleccionada para la obtenciéon del optosensor de

nafronil ha sido Gel de Silica Davisil con un tamaiio de particula entre 80 y 120 um.

M

7

%Fase sensora: Gel de Silica Davisil particulada a 80-120 um
e

NN

SN

SAAANAA,

NANAANAS AN

NN

2.3 Espectros en fase solida

En el desarrollo de optosensores selectivos es necesario conocer las caractetisticas

espectroscopicas del analito soportado sobre la fase sensora seleccionada.

Para ello, una suspension de la resina seleccionada en una disolucién de 300 ng/mL
de NFL a pH 5 fue empaquetada en una cubeta de flujo convencional y se registraron los
espectros de emisién y excitacion, obteniéndose las caractetisticas espectroscopicas del
NFL soportado en la fase sensora. Posteriormente, una suspensiéon de la resina
seleccionada a pH 5 fue empaquetada en una cubeta de flujo convencional y se volvieron a
registrar los espectros de excitacién y emisién fluorescente a las longitudes de onda del
NFL, obteniendo las caracteristicas espectroscopicas de la resina a los maximos de

excitacion y emision del analito en estudio (véase Figura I-5 a y b).

En la Figura I-5a, se observa que el NFL se retiene sobre la resina ya que hay un
aumento de la emisién fluorescente de la fase sensora. Para determinar cuales son las
longitudes de onda mas apropiadas para la medida de fluorescencia se procedié a la
eliminacion de la contribucién de la fase sensora, mediante una substraccién, de los
espectros obtenidos cuando en NFL estaba fijado. El resultado obtenido se muestra en la

Figura I-6.

Se puede observar que las longitudes de onda de excitacién y emision para el NFL
soportado en la fase sensora seleccionada son 294 y 336 nm respectivamente, coincidiendo

con las longitudes de onda de éste en disolucion.

Para el resto del trabajo experimental las longitudes de onda elegidas han sido:

)\/\/\f\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/v\/z
)

;lm w=294/336 nm§

>\/\/\/\/\/\/\/\ NSNS DGR
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Figura I-5. Espectros de excitacion y emision de a) NFL soportado en Gel de

Silica Davisil y b) Gel de Silica Davisil a

del NFL. [NFL]=300 ng/mlL,

exc/em

PH=5 (fijado con HCI). Voltaje del detector 650 V, rendijas 4/4 nm.
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Figura 1-6. Diferencia entre los espectros de excitacion y emision del NFL
soportado sobre Gel de silica Davisil y los espectros de Ia fase sensora a las

longitudes de onda méiximas del analito.
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24  Diseiio del sistema de flujo
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Para desarrollar un optosensor es necesario acoplar la fase sensora a un sistema de

analisis por inyeccién en flujo (FIA). El sistema FIA propuesto, si bien ha sido desctito en

la introduccién y en la parte experimental, presenta una serie de particularidades propias del

sistema en estudio. Concretamente consta de (véase Figura I-7):

® Un sistema de propulsién consistente en una bomba petistiltica que

arrastra a una disoluciéon portadora.

® Un sistema de inyeccién de muestra (valvula A), que consta de una valvula

de inyeccion y un bucle de volumen definido.

® Un sistema de regeneracién que consta de una vilvula (vilvula B) y un

bucle.

® Una zona de medida, que al tratarse de un optosensot convencional es una

cubeta de flujo convencional en la que se empaqueta la fase sensora

seleccionada (Gel de Silica Davisil) y colocada en el paso 6ptico del

Desecho

espectrofluorimetro.
Detector fluorescente
Disolucion i T
portadora &elitm O
A Regenerador

Bomba peristaltica

Fase sensora

Figura I-7. Sistema de flujo utilizado.
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2.5  Eleccion de la disolucion regenerante

La interaccién entre el NFL y la fase sensora es irreversible en las condiciones de
trabajo anteriormente mencionadas y, por tanto, es necesario el uso de una disoluciéon

regenerante que permita reutilizar el sensor.

Como se ha demostrado anteriormente en la eleccion de la fase sensora, cuanto
mayor es el pH del medio menor es la interaccién entre el NFL y la Gel de Silica Davisil,
pot lo que cabria esperar buenos resultados en el uso de bases fuertes como disoluciéon

regenerante. Por ello, se ensayé NaOH 2 difetentes concentraciones (0.05, 0.1 y 0.5 M).

En la Figura I-8 se puede observar que en todos los casos se producia una
disminucion en la emision fluorescente cuando el bolo de disolucion regenerante (NaOH)
atravesaba la fase sensora, pero unicamente se producia una total eliminaciéon del NFL
tetenido cuando se usaba NaOH 0.5 M, eligiendo por tanto ésta como concentraciéon de
disolucién regenerante 6ptima, ya que, ademas, como se observa en la Figura I-8 se obtiene

una buena repetibilidad de las medidas.

200 s

LR.E

Tiempo (s)

Figura I-8. Regeneracion de Ia fase sensora con NaOH (0.05 M, 0.1 M, 0.5
M). [NFL]=300 ng/mL. pH 5 fijado con HCI. 4.,_,.,,, 294/336 nm, voltaje del
detector 650 V, rendijas 4/4 nm, resolucion 5 s. Velocidad de flujo 1.5
mL/min, volumen de muestra inyectado 2 mL.

En todos los casos de usé un volumen de disolucion regenerante de 250 ul.

S ot
; Regenerador: NaOH 0.5 M;

NANAN
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2.6 Optimizacion de los parametros instrumentales

Seleccionada la fase sensora, las longitudes de onda de trabajo y la disolucién
regenerante, se procedid, a continuacién, a estudiar los parimetros instrumentales del
equipo de medida con objeto de mejorar la diferencia sefial-ruido y por tanto, las
caracteristicas analiticas del optosensor propuesto. Los patimetros instrumentales
optimizados fueron: voltaje aplicado al detector, rendijas de los monocromadores de

excitacion y emision y la resolucion de las medidas del instrumento.
2.6.1 Voltaje del detector

El primer parametro instrumental estudiado fue el voltaje que se le aplica al
fotomultiplicador. Este parimetro afecta tanto al valor de la sefial analitica como a la

repetibilidad de la misma.

Para llevar a cabo esta optimizacion se mnyect6 una muestra de 300 ng/ ml. de NFL

a pH 5 (fjado con HCI), obteniéndose el fiagrama conforme se variaba el voltaje del

detector, realizando, en todos los casos, 3 réplicas a las condiciones instrumentales: A/,
294/336 nm; rendijas de excitacién y emision de 4 nm; resolucién 5 s; velocidad de flujo
1.5 mL/min y volumen de muestra inyectado 2 mL. Los resultados obtenidos se muestran

en las Figura I-9.

Como se observa en esta figura, un aumento del voltaje del detector provoca un
aumento de la respuesta del optosensor. Ademas, provoca un aumento del etror de la
medida, aunque este etror no es, en ningin caso, lo suficientemente elevado como para
tenetlo en cuenta a la hora de seleccionar el voltaje 6ptimo. Por tanto, y buscando la mayor
diferencia entre la sefial analitica y el ruido, se selecciond un voltaje de 650 V para el resto

de trabajo experimental. No se pueden usar voltajes superiores ya que el detector se satura.

AN

%Voltaje del detector: 650 V§

NN
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Respuesta del optosensor
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Figura 1-9. Influencia del voltaje del detector en la respuesta del
optosensor. [NFL]=300 ng/mL.

2.6.2 Ancho de rendija

La apertura de las rendijas de excitacién influye sobre la cantidad de luz que incide
sobre el analito soportado sobre la fase sensora y por tanto, sobre la intensidad de emision
de éste. La apertura de la rendija de emisién influye sobre la cantidad de luz que llega al
detector. Los valores de ambas rendijas en el equipo instrumental utilizado pueden adquirir

valores que pueden oscilar entre 0.5 y 16 nm.

Para estudiar el efecto de la anchura de las rendijas sobre la sefial analitica se inyecto
en el sistema una muestra de 300 ng/ml. de NFL a pH 5 y se fijaron el resto de los
parametros instrumentales a los valores 6ptimos ya establecidos vatiando la anchura de las
rendijas y barriendo todas las posibilidades. Se realizaron tres réplicas para cada una de las

anchuras de rendijas ensayadas y el estudio se encuentra reflejado en la Figura I-10.

Como se observa en la figura, un aumento de la anchura de las rendijas provoca un
aumento de la sefial analitica, obteniéndose la mayor respuesta del optosensor, con un error
adecuado para el método propuesto, cuando la anchura de las rendijas es de 4 nm, tanto
para la excitacion como para la emision. No se pueden estudiar aperturas de rendija

mayores a las seleccionadas ya que saturan el detector.

/\/\/\N\/\A/S

Ancho de rendijas :4/4 nmé

exc/em® 2

NS

A
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Figura I-10. Fiagrama del efecto del ancho de rendija. [NFL]=300 ng/mL. pH=5
fijado con HCL. A _ Jem 294/336 nm, voltaje del detector 650 V, resolucion 5 s.
Velocidad de flujo 1.5 mL/min, volumen de muestra inyectado 2 mL.

2.6.3 Resolucion

La tesolucién es el tiempo que transcutre entre las medidas realizadas por el
instrumento y afecta a la forma y definicién de los fiagramas y a la repetibilidad de la
respuesta del optosensor. Para ver la influencia de la resolucién sobre estos parimetros se
inyect6 en el sistema una muestra de 300 ng/mL de NFL a pH 5 y se fijaron los
parametros instrumentales a las condiciones 6ptimas establecidas variando la resolucién del

equipo. El estudio se encuentra reflejado en la Figura I-11.

Como se observa en la figura, la resolucién afecta muy levemente a la respuesta del
optosensort, por lo que para tener un nimero significativo de puntos en la medida de cada

muestra analizada y definir adecuadamente los picos de los fiagramas se fij6 una resolucién

de 5s.

<\'”\/\/ J\/\/\/\/\/\/\/\/\/\”\/\
§ Resolucion: 5 s(g

>
?/\/\,”‘ NVANANANAANANANNN
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Figura I-11. Influencia de Ia resolucion del equipo en Ia respuesta del
optosensor y Ia repetibilidad de las medidas. [NFL]=300 ng/mL. pH=5
fijado con HCIL. 4, .. 294/336 nm, voltaje del detector 650 V, rendijas 4/4
nm. Velocidad de flujo 1.5 mL/min, volumen de muestra inyectado 2 mL.

2.7 Optimizacion de las variables experimentales

Establecidos los pardmetros instrumentales, se procedié a estudiar la influencia de
las variables expetimentales para establecer los valotes 6ptimos de las variables quimicas
que afectan al optosensot propuesto. Las variables estudiadas han sido: pH y tipo y

concentracién de disolucion reguladora.
2.7.1 Influencia del pH

El pH afecta tanto a la fluorescencia intrinseca del NFL, ya que tiene grupos

ionizables, como a la interaccion de éste con la fase sensora.

Para llevar a cabo este estudio, se prepararon una serie de disoluciones portadoras y
de muestras de 300 ng/ml. de NFL, con pHs comprendidos entre 3.0 y 10.5 ajustados con
HCl o NaOH. Se realizaron 3 téplicas para cada muestra medida y los resultados obtenidos

se muestran en la Figura I-12.

Se obsetva en dicha figura que la mejor diferencia sefial-ruido se obtiene en el

intervalo de pHs comprendido entre 4.5 y 5.5, seleccionando 5 como pH de trabajo.

170

A a2 m s - e eaeaceacacacacaaacacasacaasacasacacscfhleclctcctococdobotcccobtoocc0conaoe



Optosensor de nafron:/

- = i >
o) w en) w1
! i ]

Respuesta del optosensor

<
(8
|

0.0 7‘— T T

pH

Figura 1-12. Influencia del pH en Ia respuesta del optosensor. [NFL]=300 ng/mL.
A e Jem 294/336 nm, voltaje del detector 650 V, rendijas 4/4 nm, resolucién 5 s.
Velocidad de flujo 1.5 mL/min, volumen de muestra inyectado 2 mL.
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2.7.2 Tipo y concentracion de la disolucion reguladora

Es necesario elegir una disolucién reguladora que fije el pH y la fuerza i6nica del
medio. Por ello, se estudi6 el efecto que producian sobre la diferencia sefial-ruido el uso de
diferentes disoluciones reguladoras disponibles al pH de trabajo. Las disoluciones

ensayadas fueron: HAc/NaAc, citrato sédico/HCl y ftalato 4cido de potasio/HCL

Para llevar a cabo este estudio, se prepararon disoluciones portadoras y muestras de
300 ng/ml. de NFL a pH 5 a una concentracién de 5 mM de cada una de las disoluciones
reguladoras estudiadas, y se registré la variacién de la respuesta del optosensor y del error
de la medida a las condiciones instrumentales 6ptimas. Los resultados obtenidos se

muestran en la Figura I-13.

En esta figura se observa que el etror de las medidas no depende de la disolucién
teguladora usada, sin embazrgo, la respuesta del optosensot es mayor cuando se usa como
disoluciéon reguladora HAc/NaAc, por lo que se seleccioné ésta como disolucién

reguladora de trabajo.
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Figura I-13. Efecto del tipo de disolucion reguladora en Ia respuesta del
optosensor. [NFL]=300 ng/mL. pH=5. HCIL. %, _,... 294/336 nm, voltaje del
detector 650 V, rendijas 4/4 nm, resolucion 5 s. Velocidad de flujo 1.5
mlL/min, volumen de muestra inyectado 2 mL.
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Una vez seleccionado el tipo de disolucién reguladora, es necesario fijar la
concentracién éptima para que la fuerza idnica de la disolucién portadora y las muestras

sea la misma.

Se ensayaron diferentes concentraciones de disolucién reguladora HAc/NaAc de
pH 5.0 adicionadas al pottador y las muestras, simultineamente, registrando tres réplicas

para cada una de las concentraciones estudiadas. Los resultados alcanzados se muestran en

la Figura I-14.

Como se puede observar en esta figura, la concentracién de la disolucion reguladora
afecta a la respuesta del optosensor y a la repetibilidad de las medidas, de modo que un
aumento de la fuerza i6nica del portador y las muestras disminuye la diferencia sefial-ruido
pero también disminuye el etror en las medidas del optosensor. Se seleccioné una
concentracién de disoluciéon reguladora de 5 mM pues tenemos una elevada diferencia

sefial-ruido y un etror adecuado.
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Figura I-14. Influencia de la concentracion de disolucion reguladora sobre
Ia respuesta del optosensor. [NFL]=300 ng/mL, disolucion reguladora
empleada HAc/NaAc apH 5. A _ o 294/336 nm, voltaje del detector 650
V, rendijas 4/4 nm, resolucion 5 s. Velocidad de flujo 1.5 mL/min, 3
inyecciones de muestra de volumen 2 mL.

[HAc/NaAc]: 5 mM
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2.8 Optimizacion de las variables de flujo

Seleccionados los parametros instrumentales y variables experimentales, se procedi6
al estudio de las variables que afectan al sistema de flujo. Concretamente, las variables mas

importantes son: velocidad de flujo y volumen de inyeccién de muestra.
2.8.1 Efecto de la velocidad de flujo

Para que tenga lugar la emisién fluorescente del NFL en fase solida, es necesatio
que el analito que pasa a través de la resina quede retenido durante un tiempo. Este
proceso, al ser de naturaleza cinética, estd determinado por la velocidad a la que pasa el
portador arrastrando al analito, afectando a la respuesta final del optosensotr. Ademas,

légicamente, también influye sobre el tiempo de respuesta del mismo.

Para evaluar dicha influencia se varié la velocidad de flujo del portador en las

condiciones Optimas anteriormente fijadas, trealizando sucesivas inyecciones de una
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disoluciéon de 300 ng/mL de NFL registrandose la intensidad de fluorescencia y el tiempo

de respuesta para cada flujo. Los resultados obtenidos se pueden ver en la Figura I-15.
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Figura I-15. Influencia de la velocidad de flujo en la respuesta del
optosensor y el tiempo de respuesta (@ tiempo de respuesta). [NFL]=300
ng/mL. [HAc/NaAc a pH=5] 5:mM. A, .. 294/336 nm, voltaje del
detector 650 V, rendijas 4/4 nm, resolucion 5 s. Volumen de muestra
Inyectado 2 mL.

Como se obsetva en la figura anterior a velocidades de flujo pequefias, se consigue
una mayor seiial analitica a costa de mayores tiempos de respuesta y viceversa. Por tanto, se
adoptd una solucién de compromiso entre una sefial analitica Gtil y un tiempo de respuesta

favorable, eligiendo como velocidad de flujo 6ptima la de 1.5 mL/min.

S 2
{Velocidad de flujo: 1.5 mL/min
S
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2.8.2 Influencia del volumen de inyeccion de muestra

El volumen de inyeccién de muestra afecta principalmente al tiempo de respuesta
del optosensor. Para investigar dicha influencia, en las condiciones 6ptimas establecidas, se
varié el volumen del bucle de la véilvula de inyeccién de analito (valvula A) y se hicieron
sucesivas inyecciones de una disolucién de 300 ng/mL de NFL, registrandose la respuesta

del optosensor y el tiempo de respuesta para cada volumen inyectado (véase Figura 1-16).

174

PO T Y Y v Y Y Y Y T Y X S X X Y Y YR Y R F Y FF FF R NN NN N



il Al Al A A ALl A A A A A A A A N X XA N RN NN NN RN NN N RN N NN NN NN X N J

Optosensor de nafronil

2.0
r - 300

e
2 O
g 15 T TT—F— T30
S g 8
= - 200 %
.—6 N izl
s 10 - 150 g
g 100 E
2 05 5
Z 50

0.0 T T T 0

0 1 2 3 4
Volumen inyeadén (mL)

Figura I-16. Efecto del volumen de inyeccion de muestra en Ia respuesta del
optosensor y el tiempo de respuesta (@ tiempo de respuesta). [NFL]=300 ng/mL.
[HAc/NaAc a pH=5] 5 mM. Aexc/em 294/336 nm, voltaje del detector 650 V,
rendijas 4/4 nm, resolucion 5 s. Velocidad de flujo 1.5 mL/min.

Como se puede observar, un aumento del volumen de inyeccién de muestra
provoca un aumento considerable de la respuesta del optosensor hasta que se inyectan 2
ml. de muestra y un aumento del tiempo de respuesta. Un aumento del volumen de
muestra provoca una saturacion del sistema por lo que aunque se aumente el volumen de
inyeccion de muestra no aumenta la sefial del optosensor. Por tanto, se seleccioné un
volumen de inyeccién de muestra 6ptimo de 2 mlL, pues se obtiene la mejor diferencia

sefial-ruido con un tiempo de respuesta del optosensor adecuado.
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2.9 Efecto de la temperatura

La emision fluorescente, como todos las fendmenos luminiscentes, se ve afectada
por cambios en la temperatura. Ademas, la temperatura también puede influir a la
interaccion entre el analito y la fase sensora. Por ello, se realizé un estudio de la influencia

de la misma sobre la respuesta del optosensor de nafronil propuesto.

Para ello, se prepar6 una disolucién portadora y una muestra de 300 ng/mlL de

NFL en las condiciones expetimentales 6ptimas antetiormente comentadas ([HAc/NaAc a
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pH 5]=5 mM) y se registré la sefial fluorescente en las condiciones instrumentales 6ptimas
Mexe/em=294/336 nm, voltaje del detector 650 V, rendijas 4/4 nm, resolucién 5 s) mientras

el sistema circulaba con una velocidad de flujo de 1.5 mL/min inyectando 3 réplicas de 2

ml de muestra para cada una de las temperaturas estudiadas.
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Respuesta del optosensor
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Figura I-17. Influencia de Ia temperatura sobre el optosensor de NFL.

[NFL]=300 ng/mL. [HAc/NaAc a pH=5] 5mM. 1, _,.. 294/336 nm,

voltaje del detector 650 V, rendijas 4/4 nm, resolucion 5 s. Velocidad de
flujo 1.5 mL/min, volumen de muestra inyectado 2 mL.

Como se obsetva en la Figura I-17, el optosensor de nafronil propuesto se ve
influenciado por la temperatura, disminuyendo su respuesta al aumentar ésta. Por ello se
termostatizé el compartimento de muestra del espectroluminémetro a 20°C, una

temperatura cercana a la temperatura ambiente.

3 Caracteristicas analiticas del método

Una vez seleccionada la fase sensora y la disolucién regeneradora, optimizados los
parimetros instrumentales y variables experimentales y FIA, se procedi6 al establecimiento

del método analitico. En este apartado se establecen el procedimiento operatorio, la recta
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de calibrado y los parimetros de fiabilidad, cuyo estudio se llevé a cabo mediante el

protocolo del modelo de regresion lineal de la IUPAC y el propuesto por Cuadros y col.">.

31 Procedimiento operatotio

La fase sensora seleccionada (Gel de Silica Davisil particulada a 80-120 um) se
empaquetd en la cubeta de flujo convencional. Se preparé una disolucién portadora
diluyendo disolucién reguladora de HAc/NaAc a pH 5 con agua bidestilada hasta una
concentracion de 5 mM y varias disoluciones de concentraciones crecientes de nafronil en
las condiciones experimentales 6ptimas (disolucién reguladora de HAc/NaAc a pH 5 en
una concentraciéon de 5 mM). Se ajusté la velocidad de flujo de la bomba peristiltica a 1.5

ml./min y se acondiciond la fase sensora dejando pasar la disolucién portadora durante 5

min. Se fijaron las condiciones instrumentales en el equipo: A, ., =294/336 nm, voltaje del

exc/em
detector 650 V, rendijas 4/4 nm y resolucién 5 s y se registr6 la sefial analitica para cada
una de las disoluciones de nafronil preparadas, regenerando la fase sensora con 250 ul. de

NaOH 0.5 M después de cada inyeccién de muestra.
3.2 Recta de calibrado

Se estableci6 la recta de calibrado para el método propuesto vatiando la

concentraciéon de NFL, realizando tres réplicas para cada nivel de concentracién.

En la Tabla I-1 se muestran los datos obtenidos de la recta de calibrado y en la
Figura I-18 se muestra la influencia de la concentracién de NFL sobre la respuesta del

OptOSCﬂSOt.

Tabla I-1. Réplicas obtenidas del calibrado
T e e e T

Concentracion (ng/mL) Respuesta del optosensor
100 0.416 0.404 0.395
200 0.756 0.813 0.808
300 1.229 1.297 1.237
400 1.656 1.651 1.574
500 2.030 2.024 1.952
600 2.472 2.438 2.470
700 2.864 2.770 2.768

12. L. Cuadros Rodriguez, A.M. Gatcia Campaifia, C. Jiménez Linares y M. Romén Ceba. “Estimation of
performance characteristics of an analytical method using the data set of the calibrations experiment”.
Anal. Lett., 26 (1993) 1243.
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Figura I-18. Curva de calibrado del optosensor de nafronil.

3.3 Parametros de fiabilidad

Para calcular el limite de deteccién (I.D.) y el limite de cuantificaciéon (L.C.) segin
el ctiterio IUPAC, se calcul6 la desviacién estandar de un blanco (s,), para ello se registr6 la
desviacién estindar de la linea base del optosensot y a partir de ella se calcul6 el L.D. y el
I.C. La Tabla I-2 muestra los resultados obtenidos.

Tabla I-2. Parimetros de fiabilidad obtenidos por el método IUPAC

Parametros Valor estimado
So 0.0052
Limite de detecciéon (ng/mL) 549
Limite de cuantificacién (ng/mL) 13.0
Intetvalo dindmico lineal (ng/mL) 3.9-700.0

Los parametros de fiabilidad segiin el método propuesto por Cuadros y o/ han sido
establecidos mediante el método de regresion lineal a partir del conjunto de datos de la

experiencia del calibrado.

La sensibilidad analitica, asi como la linealidad se establecen mediante el uso de los
datos derivados del calibrado, reflejados en la Tabla I-3.
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Tabla I-3. Datos estadisticos de la recta

Datos estadisticos Valor estimado

Ordenada en el otigen (a) 0.0102
Desviacién estandar (s,) 0.0203
Desviacion estandar relativa (D.E.R.(a))(%) 198.8
Pendiente (b) 0.0040
Desviacion estandar (s,) 0.0000
Desviacién estandar relativa (D.E.R.(b))(%) 1.13

Desviacion estandar de regresion (sg ) 0.0415
Coeficiente de correlacion (1) 0.9988
Coeficiente de determinacion (r) (%) 99.76

Para la obtencién de los limites de deteccién y cuantificacién y de la precisién del
método, son necesarios los datos relativos a la desviacién estindar (s) tanto de los blancos
como de los patrones empleados para el establecimiento de la recta de calibrado,
respectivamente. Los datos de dichas desviaciones se muestran en la Tabla 14, y la

estimacién de los parametros caractetisticos del método se ven reflejados en la Tabla I-5.

Tabla I-4. Desviaciones estandares

e e s = =

Concentraciones (ng/mL) s
100 72
200 6.8
300 6.4
400 6.4
500 6.5
600 6.8
700 T
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Tabla I-5. Parimetros de fiabilidad segun el método de Cuadros y col.

Parametros Valor estimado
Linealidad (1-D.E.R.(b)) (%) 98.9
Sensibilidad analitica (ng/mL) 10.3
Limite de deteccion aproximado (ng/mL) 30.2
Limite de cuantificacién aproximado (ng/mL) 100.5
Rango dinamico lineal (ng/mL) 30.2-700.0
100 ng/mL 7.4
200 ng/mL 3.5
300 ng/mL 21
Precision (D.E.R.) (%) 400 ng/mL 1.6
500 ng/mL 1.3
600 ng/mL 1.1
700 ng/mL 1.0

4 Aplicaciones del método propuesto

El nafronil es un principio activo presente en medicamentos con propiedades
vasodilatadoras, aunque, en Espaiia, s6lo se comercializa un medicamento que lo contiene
como principio activo y cuyo nombre es Praxilene 100 mg, habiendo sido el utilizado para

la determinacién de nafronil.
4.1 Determinacion de nafronil en preparados farmacéuticos

El Praxilene 100 mg es un firmaco que pertenece a los laboratorios FAES y que lo
comercializa en Espafia bajo licencia de LIPHA, que se presenta en un envase de 50
capsulas y se emplea como activador metabdlico y circulatorio capaz de aumentar la
circulacién arterial, estando dotado ademis de un potente efecto antidlgico. La
composicién especificada por el fabricante por capsula es: Naftidrofuril oxalato (D.C.L)

100 mg y excipientes como: talco, silice microctistalina y estearato magnésico.
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4.1.1 Estudios de recuperacion

Para comprobar la exactitud del método propuesto se ha realizado un estudio de
recuperacion. Dicho estudio se llevé a cabo para una concentracién de nafronil de 500

ng/ml., valor que esta dentro del intervalo lineal del método propuesto.

El procedimiento operatorio seguido fue: se tomaron 5 cipsulas, se separ6 el
envoltorio de la capsula y el contenido se pes6 (siendo el peso medio de dicho contenido
por capsula de 168 mg), se trituré y homogeneizé y se tomaron 4.2 mg del polvo resultante
y se diluyeron a 100 mL con agua bidestilada. Se tomé la cantidad adecuada de cada
disolucién de muestra para tener una concentracién de NFL de 500 ng/ml. y se afiadié la
cantidad adecuada de disolucién reguladora de HAc/NaAc a pH 5 para obtener una

concentracion final de 5 mM vy se enrasé con agua bidestilada.

Se realizaron 7 réplicas llevando a cabo el registro de la intensidad de fluorescencia

a las condiciones instrumentales éptimas: A =294/336 nm, voltaje del detector 650 V,

exc/em

rendijas 4/4 nm y resolucién 5 s; con una velocidad de flujo de 1.5 mL/min e inyectando 2

ml. de muestra. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla I-6.

Tabla I-6. Analisis del contenido de naftronil en Praxilene 100 mg

s sr s e e e ey

Muestra Valor nomin’al declarado Valor en?ontrado % Recuperavitn
(mg/capsula) (mg/capsula)
1 100 99.7 99.7
2 100 106.6 106.6
7 100 103.4 103.4
4 100 105.4 105.4
5 100 102.0 102.0
6 100 101.4 101.4
7 100 1011 101.1
Media 100 102.7 102.7
D.E.R. (%) - = ' 2.5

“
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De estos resultados se podtia concluir que el optosensor propuesto ofrece
excelentes parimetros analiticos tales como sensibilidad, selectividad, versatilidad y
facilidad de wuso, demostrindose que las posibles interferencias no afectan a la

determinacion de NFL en productos farmacéuticos.

Por ello, el optosensor propuesto presenta una buena alternativa a técnicas mas
sofisticadas para el control de la concentracién de NFL en farmacos, abaratando el analisis
y disminuyendo el tiempo necesario en los laboratorios de control de las empresas

farmacéuticas.
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1 Generalidades del naproxeno

11 Estructura molecular

El naproxeno, cuya férmula molecular es C,,H,,O; tal y como se observa en la

Figura I1-1, posee un peso molecular de 230.3 g/mol.

iy
CH—COOH
CH;0

Figura II-1. Estructura molecular del naproxeno.

1.2 Nomenclatura e historia

El nombre quimico dado por la IUPAC es icido (S)-(6-metoxi-oi-metil-2-
naftalenacético pero también recibe el nombre de 4cido (+)-2-(6-metoxi-2-naftil)

propiénico. El nombre de naproxeno es su nombre comun, siendo su abreviatura NAP.
1.3 Propiedades

Forma cristales en acetona y hexano. Su punto de ebullicion es 153-154°C. Presenta

isomeria 6ptica con [0],=+66° en cloroformo.
14 Usos

Segtin Lotenzo Velazquez' es un derivado del icido fenilpropiénico que ha sido
introducido en terapéutica como firmaco con acciones analgésicas, antitérmicas o
anttinflamatorias semejantes a la aspitina y que compatte su mecanismo de accién ain

stendo de estructura quimica diferente.

1. B. Lorenzo Velazquez. “Farmacologia y su Proyecciéon a la Quimica”, 15* edicién. Ed. Otelo. Madrid
(1987).
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Los estudios de relacién entre estructura quimica y accién no han permitido
identificar caracteristicas comunes de las que dependan las acciones farmacologicas de estas

sustancias.

T.a absorcién oral de analgésicos—antiinﬂamatorios es rapida y completa. La via oral
es la preferente de administracién y aunque la absorcién es facil en el estomago,

cuantitativamente juega mas la absorcién en el intestino delgado proximal.

El consumo regular de analgésicos-antiinflamatorios en la gestante debe evitarse
por el riego de acumulacién y potencial teratogenia en el feto. Sufre recirculacion
enterohepitica que contribuye a la persistencia de los niveles sanguineos terapéuticos y a la

vida media plasmatica siendo ésta de 14 horas.

La dosis analgésica del naproxeno es de 250/375 mg cada 12 horas, la dosis se
ajusta segin la respuesta clinica, que suele requetir concentraciones plasmaticas superiores
a 50 ug/ml. Para obtener efecto analgésico en cuadros agudos se puede requerir una dosis

inicial de 500 mg seguida de 250 mg cada 6 u 8 horas.
1.5 Toxicologia

La DL, en ratones por via intravenosa es 435 mg/Kg y 1234 mg/Kg pot via oral,
en ratas es 575 mg/Kg pot via intraperitoneal y 534 mg/Kg por via oral.

1.6 Propiedades farmacolégicas
16.1 Propiedades farmacodinimicas

El naproxeno es un antiinflamatotio no estereoideo, relacionado quimicamente con
el grupo de los icidos arilacéticos, presentando ademis de su elevada actividad

antiinflamatortia, propiedades analgésicas y antipiréticas notables.
16.2 Propiedades farmacocinéticas

El naproxeno se solubiliza ficilmente en agua y se absotbe rapida y completamente
en el tracto gastrointestinal tras su administracién oral alcanzindose niveles plasmaticos

maximos al cabo de 1 a 2 horas, dependiendo del estado prandial. El naproxeno tiene una
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vida media de 13 horas y a niveles terapéuticos se une a la albimina sérica en mas de un

99%.

Aproximadamente un 95% de la dosis de naptoxeno se excreta en la orina
inalterado o como 6-O-desmetil naproxeno y sus conjugados. La velocidad de desaparicion

del naproxeno cotresponde a la velocidad de desapaticién del farmaco en el plasma.
1.7 Formulaciones comerciales

En Espafia existen diferentes especialidades farmacéuticas de naproxeno:
Aliviomas, Naprokes y Naproxeno Belmac en supositorios de 500 mg y cipsulas de 250
mg; Denaxpren y Lundiran en capsulas de 250 mg; Naprosyn en comptrimidos de
liberacion controlada de 1 g, comprimidos ranurados de 500 mg, supositotios de 500 mg y
sobres granulados de 500 mg; Naprosyn Gel 1%; Naproxeno Rathiopharm en cipsulas de
250 mg, comprimidos recubiertos de 500 mg y supositorios de 500 mg; Tacron

comprimidos recubiertos de 250 y 500 mg.

De naproxeno sodico existen, cometciales en Espafia, las siguientes especialidades:
Aleve en comprimidos recubiertos de 275 mg; Anaprox en comprimidos de 220 mg;

Antalgin en comprimidos recubiertos de 550 mg.
1.8 Métodos analiticos

Existen una gran variedad de métodos analiticos para la determinacién del
naproxeno y para la resolucién de los enantiémeros del naproxeno. La mayoria de los

métodos de resolucion de enantiémeros utilizan cromatografia liquida de alta resolucién

(HPLC)**.

2. J. Goto, N. Goto y T. Nambata. “Separation and determination of naproxen enantiomers in serum by
high-performance liquid-chromatography”. J. Chromatogr. 239 (1982) 559.

3. LW. Wainer y T.D. Doyle. “Applications of high performance liquid-chromatographic chiral stationary
to pharmaceutical analysis: structural and conformational effects in the direct enantiomeric resolution of
a-methylarylacetic acid anti-inflammatory agents”. J. Chromatogt., 284 (1984) 117.

4. Y. Fujimoto, K. Ishi, H. Nishi, N. Tsumagari, T. Kakimoto y R. Shimizu. “New derivatization reagents
for the resolution of catboxilic acid enantiomers by high-petformance liquid chromatography”. J.
Chromatogt., 402 (1987) 344.

5. K. Shimada, E. Anuda, T. Oe y T. Nambara. “Ferrocene derivatization reagents for optical resolution of
carboxylic acids by high-petformance liquid chromatography with eletrochemical detection”. J. Liq.
Chromatogt., 10 (1987) 3161.
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Otras posibilidades propuestas han sido las de Pettetson y Gioneli’ que utilizan de
forma simultanea una fase estacionaria quiral y un aditivo quiral en la fase mévil; Andersen
y Hansen® que usan una columna quiral-AGP; Toyo’oka y c/” que utilizaron detivacién con
reactivos fluorescentes; Castellani y co/.' que emplearon columnas microbore; y Mortensen
y c0l."" que usan la cromatografia liquida acoplada con resonancia magnética nuclear para la

determinacién del orden de elucién del naproxeno y sus enantiémeros.

Svennson y Karlsson'” estudiaron la influencia del tamafio de poro para la
separacion enantiomérica en cromatografia liquida con microcolumnas. Kem" y Pirkle y
Welch'* realizaron una separacién cromatografica de los isémeros épticos del naproxeno;
postetiormente Pirkle y Welch”® mejoraron la fase estacionaria quiral y Welch y col.'

estudiaron los tiempos de retencion en la separacién enantiomérica.

Guttman y Cooke'’ utilizan la electroforesis capilar para la separacion cuantitativa

de los enantiémeros del naproxeno y Fillet y co/'® desarrollan un método electroforético

6. M. Sinabaldi, M. Flieget, L. Cvak, A. Messina y A. Pichini. “Direct resolution of optically-active isomers
on chiral packings containing ergoline skeletons. II. Enantioseparation of carboxylic acids”. J.
Chromatogr., 666 (1994) 471.

7. C. Petterson y C. Gioneli. “Improved resolution of enantiomers of naproxen by the simultaneous use of
a chiral stationary phase and a chiral additive in the mobile phase”. J. Chromatogr., 435 (1988) 225.

8. ].V. Andersen y S.H. Hansen. “Simultaneous determination of (R)-naproxen and (S)-naproxen and (R)-6-
O-desmethylnaproxen and (S)-6-O-desmethylnaproxen by high-petformance liquid chromatography on
a chiral-AGP column”. J. Chromatogr. Biomed. Appl., 577 (1992) 362.

9. T. Toyo’oka, M. Ishibashi y O. Terao. “Resolution of carboxylic acid enantiomers by high-performance
liquid chromatography with highly sensitive laser-induced fluorescence detection”. J. Chromatogt., 625
(1992) 357.

10. L. Castellani, M. Flieger y M. Sinibaldi. “Enantiomer separation of 2-arylpropionic acids on an ergot
alkaloid-based stationary phase microbore column application”. J. Liq. Chromatogr., 17 (1994) 3695.

11. R.W. Mortesen, O. Corcoran, C. Cornett, U.G. Sidelman, J. Troke, J.C. Lindon, J.K. Nicholson y S.H.
Hansen. “LC-H-1 NMR used for determination of the elution order of S-naproxen glucoronide isomers
in two isocratic reversed-phase LC-system”. J. Pharm. Biomed. Anal., 24 (2001) 477.

12. L.A. Svennson y K.L. Karlsson. “Pore size influence in chiral packed column micro-LC”. J.
Microcolumn Sep., 7 (1995) 231.

13. J.R. Kern. “Chromatographic separation of the optical isomers of naproxen”. J. Chromatogr., 543 (1991)
355.

14. W.H. Pitkle y C.J. Welch. “Chromatographic separation of underivatized naproxen enantiomers”. J. Liq.
Chromatogr., 14 (1991) 3387.

15. W.H. Pirkle y C.J. Welch. “An improved chiral stationary phase for the chromatographic separation of
underivatized naproxen enantiomers”. J. Liq. Chromatogt., 15 (1992) 1947.

16. C.J. Welch, T. Szczetba y S.R. Pertin. “Retention tuning in the enantioseparation of naproxen esters and
free acid”. J. High Resolut. Chromatogr., 20 (1997) 179.

17. A. Guttman y N. Cooke. “Practical aspects in chiral separation of pharmaceuticals by capillary
electrophoresis. II. Quantitative separation of naproxen enantiomers”. J. Chromatogr., 685 (1994) 155.

18. M. Fillet, L. Fotsing, J. Bonnatd y J. Crommen. “Stereoselective determination of S-naproxen in tablets
by capillaty electrophoresis”. J. Pharm. Biomed. Anal., 18 (1998) 799.
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estereoselectivo usando una mezcla de ciclodextrinas neutras y cargadas para la

determinacion del S-naproxeno.

Hanna y Laucam" desarrollaron el tnico método espectroscopico que existe en la

actualidad, para la determinacién de la composicién enantiomérica del naproxeno.

A la vista de estos datos se puede concluir que la mayoria son métodos
cromatograficos, sin embargo, también existen métodos clisicos y los basados en técnicas

electroquimicas, espectroscépicas, incluyendo la luminiscencia, y electroforéticas.

b

, . = & . e o el 20
Dentro de las técnicas electroquimicas, existen valoraciones columbimétricas
% . el i « P 22 .,
valoraciones oscilométricas®, métodos polarimétricos™ y cabe destacar la construccién de

un electrodo selectivo pata la determinacién de naproxenozs.

Dentro de los métodos cromatogtificos, la ctomatografia en capa fina y la
cromatogtafia liquida de alta resolucién son las mas utilizadas, aunque también existen
métodos por cromatografia de gases. Los métodos basados en cromatografia en capa fina
se encuentran aplicados a muestras biolégicas® y la cromatografia en capa fina de alta

5 3 = = , s, = Foo F D
resolucién a preparaciones farmacéuticas®™, ademas de con deteccién fluotimétrica®.

Dentro de la cromatografia liquida de alta resolucién existen gran variedad de

5 " ¥ % ¥ 5 % F 43-46
métodos aplicados a muestras blologlcas27 “ en preparaciones farmacéuticas™ .

19. G.M. Hanna y C.A. Laucam. “H-1-NMR spectroscopic method with chiral Eu(III) shift-reagent for the
determination of the enantiomeric composition of naproxen”. J. AOAC Int., 75 (1992) 417.

20. G. Kanoute, E. Nivaud, B. Paulet y P. Boucly. “Determination of derivatives of phenylpropionic acid
having pharmacological activity by coulotimetry titration”. Talanta, 31 (1984) 144.

21. T. Pomazanska-Kolodziejska. “Application of oscillometry in pharmaceutical analysis. II. Oscillometric
titration of naproxen and tolmetin”. Acta Pol. Pharm., 40 (1993) 357.

22. G. Ceccarini y A M. Maione. “Variations of optical-rotation of naproxen—polarimetric determination in
the presence of nonchiral basic compounds”. J. Pharm. Sci., 78 (1989) 1053.

23. G.N. Valsami, P.E. Macheras y M.A. Kouppairs. “Construction of a naproxen ion-selective electrode
and its application to pharmaceutical analysis”. Analyst, 114 (1989) 387.

24. E.M. Abdel-Moety, A.M. Al-Obaid, A.I Jado y E.A. Lotfi. “Coupling of TLC and UV measurement for
quantification of naproxen and its main metabolite in urine”. Eur. J. Drug Metab. Pharmakinet., 13
(1988) 267.

25. M.B. Lippstone y ]J. Sherma. “Analysis of tablets containing naproxen and ibuprofen by HPTLC with
ultraviolet absorption densitometry”. J. Planar Chromatogr.-Mod. TLC, 8 (1995) 427.

26. U. Knie. “Fluotimetric determination of naproxen in the serum through direct quantitative high-
petformance thin-layer chromatography”. J. Chromatogr., 275 (1983) 463.

27. M. Broquaire, V. Rovei y R. Braitheaiter. “Quantitative-determination of naproxen in human plasma by a
simple high-performance liquid-chromatographic method”. J. Chromatogr., 224 (1981) 43.
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Motgan y w/* utilizaron cromatografia de fluidos superctiticos y Singh y o/
gan y gt P 8

utilizaron cromatografia liquida de alta resolucién y cromatografia de gases con

28.

29.

30.

31.

52.

33.

34.

35.

36.

37

38.

39.

41.

42.

43.

45.

46.

47.

48.

J.W.A. Van Loenhout, A.AM. Van Ginneken, H.C]J. Ketelaars, P.M. Kimenai, Y. Tan y F.W.J. Gribnau.
“High-performance liquid-chromatography methods for quantitative determination of naproxen and [6-
O-]-desmethylnaproxen in biological samples”. J. Liq. Chromatogt., 5 (1982) 549.

JL. Shimek, N.G.S. Rao y SKW. Khalil. “An isocratic high-pressure liquid-chromatographic
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espectromettia de masas. Amos y c/.*’ aplican la cromatografia de gases con espectromettia
de masas y de ionizacién de llama para la determinacién de naproxeno. Mikani y co/*
utilizaron la cromatografia liquida de alta resolucion para la determinacién simultanea de
varios principios activos en preparados farmacéuticos con detecciéon UV (270 nm) y fluidos
biologicos con deteccién fluotimétrica (excitaciéon a 280 nm y emisién a 350 nm).
Recientemente, Ahrer y 2o/ han desarrollado un método para la determinacién de residuos
de farmacos en aguas de consumo combinando la cromatografia liquida de alta resolucion
con deteccién de masas con ionizacién por electrospray. La Farre y /> usan la
cromatografia liquida con deteccién de masas e ionizaciéon por electrospray para la
determinacién de naproxeno, entre otros ptincipios activos, en aguas superficiales y
residuales y Ollers y co/.”” han desarrollado un método para la determinacién simultinea de
diferentes principios activos farmacolégicos y pesticidas mediante cromatografia de gases
con deteccién de masas obteniendo limites de deteccién entre 1 y 10 ng/L en aguas de

consumeo.

Dentro de las técnicas espectroscOpicas existen una setie de métodos

9

- J

= = . - 60 ,
espectrofotométricos ya sean directos™ >, con primera y segunda derivada® o sélo con

segunda derivada®.
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La espectrometria fluorescente ha sido empleada en la determinaciéon del contenido
de naproxeno en tabletas” obteniendo un porcentaje de recuperacion del 99.5% y un
coeficiente de variacién del 0.8%. Navalén y o/ usan la espectrofluotimetria con una
calibracién multivatiante PLS para la determinacion simultanea de naproxeno, 4cido
salicilico y 4cido acetilsalicilico en farmacos y suero humano. La espectrofluorimetria
sincronica se ha utilizado para la determinacion del contenido de naproxeno y diflunisal en
suero™ usando dos barridos a AA=20 y 110 mn, respectivamente. La espectrometria
fluorescente con primera derivada sincrénica y angulo variable no lineal® se ha usado para
determinar la cantidad de salicilamida, salsalato y naproxeno simultineamente en muestras
de suero y orina. Mediante espectromettia fluorescente con segunda derivada sincrénica;
Konstantianos y co/* determinaron simultineamente naproxeno y su metabolito en suero
humano con un porcentaje de recuperacién del 99.6% y Konstantianos e Ioannou”
determinaron simultineamente naproxeno y icido salicilico en suero humano, en primer
lugar fueron determinados con AA=130 nm obteniéndose un porcentaje de recuperaciéon

entre 97-112% y con una desviacién estandar relativa 2.9-5.5% y 3.8-5% y en segundo lugar
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con AA=60 nm obteniéndose un porcentaje de recuperacion del 97-105% con una

desviacion estandar de 1.2-6.7% y 2.1-2.3%.

Cline Love y o/* utilizaron la fosforescencia a temperatura ambiente en medio
micelar (MS-RTP) y con ciclodextrinas (CD-RTP) para la determinacién de naproxeno,
trabajando en MS-RTP con unas longitudes de onda de 330 y 510-530 nm para la
excitacién y la emisién fosforescente, respectivamente. Rapado Martinez y co/% utilizaron la
MS-RTP para la determinacién de naproxeno y ptopranolol en preparados farmacéuticos,
siendo las longitudes de onda de trabajo de 487 nm y 333 nm, para emisién y excitacién,
tespectivamente. Panadero y co/.” adoptaron este método a la metodologia de flujo retenido

trabajando a 510 y 330 nm.

Pérez-Ruiz y cl” llevan a cabo la determinacién de naproxeno, mediante
fosforescencia a temperatura ambiente usando SDS como agente micelar y sulfito sédico
como desoxigenante, en presencia de otros antiinflamatorios no esteroideos en suero y en

otina, obteniendo un limite de deteccién de 0.03 ug/ml..

Arancibia y Escandar llevan a cabo la determinacién de naproxeno mediante MS-

RTP y CD-RTP usando y comparando diferentes medios organizados (B y y -
ciclodextrinas, Triton X-100 y SDS).

Segura Carretero y cwl” desatrollaron una nueva metodologia fosforescente
denominada, fosforescencia a temperatura ambiente inducida por itomos pesados (HAI-

RTP) pudiendo determinar el naproxeno fosforimétricamente a temperatura ambiente y en
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stopped-flow/room temperature liquid phosphorimetry”. Anal. Lett., 28 (1995) 1405.

71. T. Pérez-Ruiz, C. Martinez Lozano, V. Tomas y J. Carpena. “Selective determination of naproxen in the
presence of nonsteroidal anti-inflammatory drugs in serum and urine samples uring room temperature
liquid phosphotimetry”. J. Pharm. Biomed. Anal., 17 (1998) 719.

72. J.A. Arancibia y G.M. Escandar. “Determination of naproxen in pharmaceutical preparations by room-
temperature phosphorescence. A comparative study of several organized media”. Analyst 126 (2001)
917.

73. A. Segura Carretero, C. Cruces Blanco, B. Cafiabate Diaz, ].F. Fernindez Sinchez y A. Fernindez
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for the determination of organic compounds in solution”. Anal. Chim. Acta, 417 (2000) 19.
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disolucién, sin necesidad de usar ningun medio otganizado, llegando a alcanzar con esta
nueva metodologia un limite de deteccién de 17 ng/ml. Esta nueva metodologia
fosforescente para la determinacién de naproxeno se aplico al analisis del mismo en la
preparados farmacéuticos obteniendo un porcentaje de recuperacién del 97% con una

desviacién estandar del 2%,

Se ha propuesto también un método quimiluminiscente para la determinacién de
naproxeno en preparados farmacéuticos , obteniendo un limite de deteccién de 15 ng/mL

con una desviacidon estandar de 0.9%.

Dentro de los métodos electroforéticos hay que destacar el trabajo publicado por
Soini y c0/.’® en 1992 donde determinan naproxeno en suero mediante electroforesis capilar
con deteccién ultravioleta (254 nm) y fluorescencia inducida por laser (LIF), excitando con
un laser de He-Cd 2 325 nm y midiendo la fluorescencia nativa del naproxeno a 375 nm,
obteniendo limites de cuantificacién de 0.1 pmol (UV) y 3fmol (LIF). En 1998, Albrecht y
Thormann” proponen el primer método de cromatografia electrocinética micelar con
deteccién por fluorescencia inducida por liser para la determinacién de naproxeno en
diferentes tejidos de seres vivos. En el afio 2000, Sun y w/"™ publican la separacion y el
analisis cuantitativo del naproxeno mediante electroforesis capilar en fase reversa usando
ciclodextrinas como medio organizado y Perdersen y Rasmussen” desarrollan un método
electroforético previa extraccién en fase solida para la determinacion diferentes principios
activos de caricter icido, entre ellos el naproxeno. A pattir del afio 2001, son bastantes los

métodos electroforéticos desarrollados para la determinacién de naproxeno en diferentes

74. A. Segura Carretero, C. Ctuces Blanco, M.I. Ramirez Garcia, B. Cafiabate Diaz y A. Fernindez Gutiérrez.
“Simple and rapid determination of the drug naproxen in pharmaceutical preparations by heavy atom-
induced room temperature phosphorescence”. Talanta, 50 (1999) 401.

75. A. Campiglio. “Determination of naproxen with chemiluminescence detection”. Analyst, 123 (1998)
1571

76. H. Soini, M.V. Novotny y M.L. Riekkola. “Determination of naproxen in serum by capillary
electrophoresis with ultraviolet absorbance and laser-induced fluorescence detection”. J. Microcolumn
Separations, 4 (1992) 313.

77. C. Albrecht y W. Thormann. “Determination of naproxen in liver and kidney tissues by electrokinetic
capillary chromatography with laser-induced fluorescence detection”. J. Chromatogt. A, 802 (1998) 115.

78. C.R. Sun, X.Y. Fu, ].D. Lu y Y.Z. Chen. “Chiral separation and quantitative analysis of naproxen by
capillary electrophoresis”. Chinese J. Anal. Chem., 28 (2000) 1281.

79. S. Pedersen Bjergaard y K.E. Rasmussen. “Liquid-phase microextraction and capillary electrophoresis of
acidic drugs”. Electrophoresis 21 (2000) 579.
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tipos de muestras usando deteccibn de masas’, el modo de cromatografia capilar

o = 80 - - 81-8
electrocinética micelat™ o la isotacoforesis® .

Como se puede observar de esta revision bibliografica, son muchos los articulos
publicados para la determinacién de naproxeno tanto en productos farmacéuticos como en
fluidos biologicos. Esto demuestra la importancia de este analito en el control de procesos
industriales y en el analisis médico y por ello, se procedié a establecer un optosensor
fluorescente robusto, sencillo, ficil de usar, barato y, principalmente, automatizable que

mejorara las caractetisticas de los métodos propuestos anteriormente.
2 Establecimiento de las condiciones experimentales 6ptimas

21 Espectros del naproxeno en disolucion

Para conocer los espectros de excitacion y emisién fluorescente del naproxeno se
prepar6 una disolucién de 500 ng/ml. de naproxeno en agua bidestilada. Los espectros
obtenidos se pueden ver en la Figura II-2, en la que se obsetva que el naproxeno posee
fluorescencia intrinseca, con tres maximos de excitacion a 275, 318 y 332 nm y un méximo

de emision a 356 nm.
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Figura I1-2. Espectros de fluorescencia del naproxeno en disolucion acuosa.
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capillary chromatography analysis of formulated drug products”. J. Separation Sci., 24 (2001) 784.

81. A. Hercegova, J. Sadecka y ]. Polonsky. “Determination of some antitheumatics by capillary
isotachophoresis”. Electrophoresis 21 (2000) 2842.

82. M. Cakrt, A. Hercegova, J. Lesko, J. Polonsky, J. Sadecka e I. Skacani. “Isotachophotesis determination
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in tablets”. J. Pharm. Biomed. Anal,, 25 (2001) 881.
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2.2 Seleccion de la fase sensora: tipo y tamaiio de resina

La fase sensora es un elemento imprescindible en el disefio de un sensor de flujo ya
que afecta a la selectividad, reproducibilidad y precision del método analitico que se
establezca. Por ello, se llevé a cabo un estudio pormenotizado y detallado sobre la eleccion

de dicha fase sensora. Para ello se probaron once tipos de resinas:

a) No iénicas: Amberlita XAD 2, Ambetlita XAD 4, Amberlita XAD 7, Gel de
Silica Davisil y Gel de Silica Merck.

b) Anibnicas: Dowex 1x2, Dowex 1x4 y Dowex 1x8.

c) Catibnicas: Dowex 50wx2, Dowex 50wx4 y Dowex 50wx8.

Debido a que el pK, del naproxeno es del orden de 4.7, la eleccién de la fase
sensora se llev a cabo dos valores de pH por debajo y por encima de dicho pK, (2.5 y 10,
respectivamente). Para ello a diferentes disoluciones portadoras y disoluciones de 100
ng/ml. de naproxeno, se les ajusté el pH a los valores mencionados antetiormente con
HCI o NaOH y se registr6 la diferencia entre la sefial analitica y el ruido de fondo a una
longitud de onda de excitacién y emisién de 332/356 nm respectivamente, rendijas de 4
nm tanto para la excitacién como para la emisi6n, voltaje 2 600 V y a una resolucién de 5 s

(véase Figura II-3).

Como se obsetva en dicha figura y era logico esperar, observando su estructura
quimica, el NAP interacciona con las resinas ani6nicas (por tener un grupo carbonilo) y con
las resinas no i6nicas (pot trabajar a2 un pH inferior a su pK,), aunque con la que aparece
una mayor diferencia entre la sefial y el ruido es con la resina no iénica Amberlita XAD 7 a

pH inferior al pK, del naproxeno.

Tras la seleccién del tipo de resina, se llevé a cabo el estudio del tamafio de
particula mis apropiado de la misma para obtener buenas caracteristicas analiticas. Para
ello, la resina seleccionada se tritur6 en un mortero de igata y se tamizo, obteniendo tres
tamafios: entre 80 y 120, 120 y 160 pm y 160 y 200 um. Tamafios inferiores a 80 um no se
ptobaron ya que favorecen las aparicién de sobrepresiones en el sistema de flujo. Los

resultados alcanzados se muestran en la Figura 11-4.
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Figura II-3. Respuesta del optosensor con las diferentes fases sensoras
estudiadas a® pH 2.5y a® pH 10. [NAP]=100 ng/mL. Z___, 334/354
nm, voltaje del detector 600 V, rendijas 4/4 nm.
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Figura I1-4. Efecto del tamafio de particula de Ia Amberlita XAD 7 en Ia
respuesta del optosensor. [NAP]=100 ng/mL y pH=2.5 fijado con HCI.
A 334/354 nm, voltaje del detector 600 V, rendijas 4/4 nm.

exc/em

Como se obsetrva en la Figura I1-4, la mayor diferencia entre la sefial y el ruido se
obtiene con un tamafio de particula entre 80 y 120 um, observandose diferencias

significativas con respecto a los otros tamafios de particula ensayados.

Por lo tanto, la fase sensora seleccionada para la obtencién del optosensor de

naproxeno ha sido Ambetlita XAD 7 con un tamafio de particula entre 80 y 120 pm.
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O ¢
%Fase sensora: Amberlita XAD 7 particulada a 80-120 p.m.%
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2.3 Espectros del naproxeno en fase sélida

En el desarrollo de optosensores selectivos es necesario conocer las caracteristicas

espectroscopicas del analito soportado sobre la fase sensora seleccionada.

Para ello, una suspensién de la resina elegida en una disolucién de 100 ng/ml de
NAP a pH 2.5 fue empaquetada en una cubeta de flujo convencional y se registraron los
espectros de emision y excitacion, obteniéndose las caractetisticas fluorescentes del NAP
soportado en la fase sensora. Posteriormente, una suspension de la resina seleccionada a
pH 2.5 fue empaquetada en una cubeta de flujo convencional y se volvieron a registrar los
espectros de excitacion y emisiéon fluorescente a las longitudes de onda del NAP,
obteniendo las caractetisticas espectroscopicas de la resina a los maximos de excitacién y

emisi6n del analito en estudio (véase Figura II-5 a y b).

En la Figura II-5a se observa que el NAP se retiene ya que hay un aumento de la
emision fluorescente de la fase sensora, pero no se pueden determinar cuales son las
longitudes de onda mas apropiadas para la medida de fluorescencia, pot lo que se procedié
a la eliminacién mediante una substracciéon de la contribucién de la fase sensora en los
espectros obtenidos cuando en NAP estaba fijado. El resultado obtenido se muestra en la

Figura I1-6.

Se puede observar que las longitudes de onda de excitacién y emision para el
naproxeno soportado en la fase sensora son 334 y 354 nm respectivamente, valores que no

difieren significativamente con las longitudes de onda del NAP en disolucion.

Para el resto del trabajo experimental las longitudes de onda elegidas han sido:

=334/354 nm%
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Figura I1-5. Espectros de excitacion y emision de a) NAP soportado en
Ambetlita XAD 7 y b) Amberlita XAD 7 a A, ., del NAP. [NAP]=100 ng/mL,
PH=2.5 (fijado con HCI). Voltaje del detector 600 V, rendijas 4/4 nm.
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Figura I1-6. Diferencia entre los espectros de excitacion y emision del NAP
soportado en Amberlita XAD 7 y esta fase sensora a los maximos del analito.
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24  Disefio del sistema de flujo

Para desarrollar un optosensor es necesario acoplar la fase sensora a un sistema de

analisis por inyeccion en flujo (FIA).

El sistema FIA propuesto, si bien ha sido desctito en la introduccién y en la parte
expetimental, presenta una serie de particularidades propias del sistema en estudio.

Concretamente consta de (véase Figura II-7):

Detector fluorescente

Disoluciéon i .
Muestra B Desecho

portadora =
- =,

A Regenerador

Bomba peristaltica

Fase sensora

Figura I1-7. Sistema de flujo utilizado.

e Un sistema de propulsién consistente en una bomba peristaltica que
arrastra a una disolucién portadora.

e Un sistema de inyeccién de muestra (valvula A), que consta de una valvula
de inyeccién y un bucle de volumen conocido.

e Un sistema de regeneracién que consta de una valvula (vilvula B) y un
bucle.

e Una zona de medida, que al tratarse de un optosensor convencional es una

cubeta de flujo convencional en la que se empaqueta la fase sensora
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seleccionada (Amberlita XAD 7) y colocada en el paso Optico del

espectrofluotimetro.
2.5  Eleccién de la disolucion regenerante

La interaccién entre el NAP y la fase sensora es irreversible en las condiciones de
trabajo anteriormente mencionadas y, pot tanto, es necesatio el uso de una disolucién

regenerante que permita reutilizar el sensor.

A un pH de 2.5, inferior a su pK,, el NAP se encuentra protonado y por tanto
interacciona con una resina no idnica, pot lo que cabria esperar que se pudiera utilizar
como disolucién regenerante una base fuerte. Por ello, se ensayé6 NaOH a diferentes
concentraciones (1, 2, 4 y 8 M) observando una disminucién en la emisién fluorescente
mientras el bolo de NaOH atravesaba la fase sensora recuperindose después la misma
sefial, lo que significaba que la emision fluorescente se veia influida por el pH pero el NAP

no se eluia de la fase sensora.

Al no conseguir resultados positivos usando bases fuertes, se ensayaron acidos
concentrados (HCl 6M, HNO, 6M y H,SO, 6M) obsetvindose en todos los casos un
aumento de la sefial fluorescente del NAP retenido cuando el bolo de medio icido
atravesaba la fase sensora recuperindose de nuevo la sefial original, lo que indicaba, al igual

que el caso del uso de bases fuertes, que el NAP no se habia eluido de la resina.

Por ultimo, se estudi6 el efecto de diferentes disolventes orginicos miscibles con
agua (metanol, acetonitrilo, dimetilformamida, etanol y acetona) sobre el NAP retenido en
la fase sensora. Obsetvandose que, en todos los casos, un cambio brusco de la constante

dieléctrica produce una buena regeneracion de la fase sensora (véase Figura I1-8).

Para elegir la disolucion regenerante adecuada se tuvo en cuenta la repetibilidad del
sistema. Para ello se llevaron a cabo 3 téplicas para cada uno de los regeneradores,
inyectando 2 mL de una disolucién de 100 ng/ml de NAP a pH 2.5. Como se puede
obsetvar en la Figura II-8, el disolvente otginico que propotciona una mayor repetibilidad
de la sefial fluorescente es el acetonitrilo y, potr tanto, fue seleccionado como agente

regenerante.
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R

Tiempo (s)

Figura I1-8. Regeneracion de la fase sensora con disolventes otgdnicos
(metanol, acetonitrilo, dimetilformamida, etanol y acetona). [NAP]=100
ng/mL. pH 2.5 fijado con HCI. Aexc/em 334/354 nm, voltaje del detector
600 V, rendijas 4/4 nm, resolucion 5 s. Velocidad de flujo 2 mL/min,
volumen de muestra inyectado 2 mL.

Ademis, se llevé a cabo un estudio del porcentaje minimo de acetonitrilo, que era
necesario utilizar en la disolucién regenerante, comprobando que, en porcentajes inferiores
al 80% v/v de acetronitrilo-agua, el sistema dejaba de ser repetitivo (véase Figura I1-9). Por
ello, se usé una disolucién de acetonitrilo en agua al 80% v/v en el resto del trabajo

experimental como sistema de regeneracion.

500 s
60%

——100% ——90% 80% 70%

>
=3

—

LR.F
B —

C

Tiempo (s)

Figura I1-9. Porcentaje de acetonitrilo en la disolucion regeneradora.
[NAP]=100 ng/mL. pH=2.5 fijado con HCI. A, _,,,. 334/354 nm, voltaje del
detector 600 V, rendijas 4/4 nm, resolucion 5 s. Velocidad de flujo 2
mL/min, volumen de muestra inyectado 2 mL.
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En todos los casos de us6 un volumen de disolucion regenerante de 250 plL.

<;

§ Regenerador: Acetonitrilo/H,0 80% v /v /
A
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2.6  Optimizacion de los parimetros instrumentales

Seleccionada la fase sensora, las longitudes de onda de trabajo y la disolucion
regenerante, se procedid, a continuacioén, a estudiar los parimetros instrumentales del
equipo de medida con objeto de mejorar la diferencia sefial-ruido y por tanto, las
caracteristicas analiticas del optosensor propuesto. Los parametros instrumentales
optimizados han sido: voltaje aplicado al detector, rendijas de los monocromadores de

excitacion y emision y la resolucion de las medidas del instrumento.
2.6.1 Voltaje del detector

El primer parametro instrumental estudiado fue el voltaje que se le aplica al
fotomultiplicador. Este parametro afecta tanto a la sensibilidad de la sefial analitica como a

la repetibilidad de la misma.

Para optimizar este parametro se inyectd una muestra de 100 ng/ml de NAP a pH

2.5 fijado con HCl, obteniéndose el fiagrama conforme se variaba el voltaje del detector,

realizando en todos los casos 3 réplicas a las condiciones instrumentales: A 334/354

exc/em
nm; rendijas de excitacién y emisién de 4 nm; resolucién 5 s; velocidad de flujo 2 mL/min
y volumen de muestra inyectado 2 ml.. Los resultados obtenidos se muestran en las Figura

I1-10.

Como se observa en esta figura, un aumento del voltaje del detector provoca un
aumento de la respuesta del optosensor. Ademas provoca un aumento del error de la
medida, aunque este error no es en ningin caso lo suficientemente elevado como para
tenerlo en cuenta a la hora de seleccionar el voltaje 6ptimo. Por tanto, y buscando la mayor
diferencia entre la sefial analitica y el ruido, se seleccioné un voltaje de 600 V para el resto

de trabajo experimental. Voltajes supetiores no se pueden usar ya que el detector se satura.
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W\/W\/\/\/\/\/V\/\/\/\/\/\/\/\/g
Voltaje del detector: 600 V%

3.0 7
2.5 1
2.0 1
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1.0 1

Respuesta del optosensor
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400 450 500 550 600

Voltaje del detector (V)

Figura I1-10. Influencia del voltaje del detector en Ia respuesta del
optosensor. [NAP]=100 ng/mL.

2.6.2 Ancho de rendija

La apertura de las rendijas de excitacién influye sobre la cantidad de luz que incide
sobre el analito soportado en la fase sensora y por tanto, sobre la intensidad de emisién de
éste. La apertura de la rendija de emision influye sobre la cantidad de luz que llega al
detector. Los valores de ambas rendijas en el equipo instrumental utilizado pueden adquirir
los valores que oscilan entre 0.5 y 16 nm, tanto para la rendija de excitacién como la de

emision.

Para estudiar el efecto de la anchura de las rendijas sobre la respuesta del
optosensot se inyectd en el sistema de flujo una muestra de 100 ng/ml. de NAP a pH 2.5y
se fijaron el resto de los parametros instrumentales a los valores 6ptimos ya establecidos
variando la anchura de las rendijas y barriendo todas las posibilidades. Se realizaron tres
réplicas para cada una de las anchuras de rendijas ensayadas y el estudio se encuentra

reflejado en la Figura II-11.

Como se observa en la figura, un aumento de la anchura de las rendijas provoca una
aumento de la sefial analitica, obteniéndose la mayor diferencia sefial-ruido con un error

adecuado para el método propuesto cuando la anchura de las rendijas es de 4 nm tanto
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para la excitacién como para la emisién. Aperturas mayores de rendija a las seleccionadas

1o se pueden estudiar ya que saturan el detector.

10005

—1/1 1/2 1/4
—2/1 2/2 —2/4
—4/1 —4/2 —4/4
|
Tiempo (s)

Figura II-11. Figrama del efecto del ancho de rendija. [NAP]=100 ng/mL.
PH=2.5 fijado con HCL A___ Jem 334/354 nm, voltaje del detector 600V,
resolucion 5 s. Velocidad de flujo 2 mL/min, volumen de muestra
inyectado 2 mL.
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2.6.3 Resolucion

La resoluciéon es el tiempo que transcutre entre las medidas realizadas por el
instrumento y afecta a la forma y definicién de los fiagramas y a la repetibilidad de la
respuesta del optosensor. Para ver la influencia de la resolucion sobre estos patimetros se
inyect6 en el sistema una muestra de 100 ng/ml. de NAP a pH 2.5 y se fijaron los
parametros instrumentales a las condiciones 6ptimas establecidas vatiando la resolucién del

equipo. El estudio se encuentra reflejado en la Figura I1-12.

Como se observa en la figura, la resolucion no afecta a la respuesta del optosensot,
pot lo que para tener un numero significativo de puntos en la medida de cada muestra

analizada y definir adecuadamente los picos de los fiagramas, se fij6 una tesolucién de 5 s.
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Figura 11-12. Influencia de Ia resolucion del equipo en la respuesta del
optosensor. [NAP]=100 ng/mL. pH=2.5 fijado con HCL. 4, _, . 334/354
nm, voltaje del detector 600 V, rendijas 4/4 nm. Velocidad de flujo 2
mL/min, volumen de muestra inyectado 2 mL.

Resolucion: 5 s2
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2.7  Optimizacion de las variables experimentales

Establecidos los parimetros instrumentales, se procedi6 a estudiar la influencia de
las variables experimentales para establecer los valores 6ptimos de las variables quimicas
que afectan al optosensor propuesto. Las vatiables estudiadas han sido: pH y tipo y

concentracién de disolucién reguladora.
2.7.1 Influencia del pH

El pH afecta tanto a la fluorescencia intrinseca del NAP, ya que tiene grupos

desprotonizables, como a la interaccion del NAP con la fase sensora.

Para llevar a cabo este estudio, se prepararon una setie de disoluciones portadoras y
de muestras de 100 ng/mL de NAP, con pHs comprendidos entre 2.0 y 10.5 ajustados con
HCl 0 NaOH. Se realizaron 3 réplicas para cada muestra medida y los resultados obtenidos

se muestran en la Figura I1-13.
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Figura I1-13. Influencia del pH en Ia respuesta del optosensor. [NAP]=100
ng/mlL. /?,EXC e 334/354 nm, voltaje del detector 600 V, rendijas 4/4 nm,
resolucion 5 s. Velocidad de flujo 2 mL/min, volumen de muestra
inyectado 2 mL.

Se observa en dicha figura que la mayor diferencia sefial-ruido se obtiene a pHs
acidos. Teniendo en cuenta que es necesario el uso de una disolucién reguladora habitual
que fije tanto el pH como la fuerza iénica del sistema, se fij6 un pH de trabajo de 2.5, ya

que a pHs inferiores no se dispone de disoluciones reguladoras habituales.

ONNNAAINAS S
> 5

‘pH: 2.5

S
<,
NN

2.7.2 Tipo y concentracion de Ia disolucion reguladora

Es necesario elegir una disolucién reguladora que fije el pH y la fuerza i6nica del
medio. Por ello, se estudié el efecto que producian sobre la diferencia sefial-ruido el uso de
diferentes disoluciones reguladoras habituales disponibles al pH de trabajo. Las
disoluciones ensayadas fueron: glicina/HCl y ftalato 4cido de potasio/HCL

Para llevar a cabo este estudio, se prepararon disoluciones portadoras y muestras de
100 ng/mL de NAP a pH 2.5 a una concentracién de 15 mM de cada una de las

disoluciones reguladoras estudiadas, y se registt6 la vatiacién de la respuesta del optosensor
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y del error de las medidas a las condiciones instrumentales Optimas. Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura I1-14.

(o) w o)
L (I

Respuesta del optosensor
- —
) n
L 1

0.5

- 1

Glidna/HCl Ftalato/HCl

Figura I1-14. Efecto del tipo de disolucion reguladora en Ia respuesta del
optosensor. [NAP]=100 ng/mL. pH=2.5. HCL X, 334/354 nm, voltaje
del detector 600 V, rendijas 4/4 nm, resolucion 5 s. Velocidad de flujo 2
mL/min, volumen de muestra inyectado 2 mL.

En esta figura, se obsetva que la respuesta del optosensor es mayor cuando se usa
como disolucién reguladora glicina/HCL, por lo que se seleccion6 ésta como disolucion

reguladora.

N X

STV

Disolucion teguladora: Glicina/HCl

NN

N\

Una vez seleccionado el tipo de disoluciéon reguladora, es necesario fijar la
concentracién 6ptima para que la fuerza i6nica de la disolucién portadora y las muestras

sea la misma.

Diferentes concentraciones de disoluciéon reguladora de glicina/HCI de pH 2.5
adicionadas al portador y las muesttas, simultineamente, fueron ensayadas, registrando tres
réplicas para cada una de las concentraciones estudiadas. Los resultados alcanzados se

muestran en la Figura I1-15.
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Figura I1-15. Influencia de Ia concentracion de disolucion reguladora en Ia
respuesta del optosensor. [NAP]=100 ng/mL, disolucion reguladora
empleada glicina/HCl a pH 2.5. A, 334/354 nm, voltaje del detector
600 V, rendijas 4/4 nm, resolucién 5 s. Velocidad de flujo 2 mL/min, 3
inyecciones de muestra de volumen 2 mL.

Como se puede obsetvar en esta figura, la concentracién de la disolucién reguladora
afecta, sobre todo, a la repetibilidad de las medidas, de modo que un aumento de la fuerza
16nica de la disolucién portadora y de las muestras disminuye el error en las medidas del

optosensot. Es por ello, por lo se ha seleccionado una concentracién de disolucién

reguladora de 15 mM.

>/\/\/\/ RVAVAVAVAVEVEVAVAN s

‘ [Glicina/HCI]: 15 mM
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2.8  Optimizacion de las variables de flujo

Estudiados los parametros instrumentales y vatiables experimentales, se procedié al
estudio de las variables que afectan al sistema de flujo. Concretamente las variables mas

importantes son: velocidad de flujo y volumen de inyeccién de muestra.
2.8.1 Efecto de Ia velocidad de flujo

Para que tenga lugar la emision fluorescente del NAP en la fase sélida es necesario

que el analito que pasa a través de la resina quede retenido durante un tiempo. Este
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proceso, al ser de naturaleza cinética, esti determinado por la velocidad a la que pasa el
portador atrastrando al analito, afectando a la respuesta final del optosensor. Ademas

l6gicamente también influye sobre el tiempo de respuesta del mismo.

Para evaluar dicha influencia se varié la velocidad de flujo del portador, en las
condiciones O4ptimas anteriormente fijadas, realizando sucesivas inyecciones de una
disolucién de 100 ng/ml. de NAP y registrindose la intensidad de fluorescencia y el
tiempo de respuesta para cada flujo. Los resultados obtenidos se pueden visualizar en la

Figura I1-16.

w»
I
T
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3

Respuesta del optosensor
—- )
L 1
T T
_ Ny
8 S
Tiempo respuesta (s)

0 T T T T T 0
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Flujo (mL/min)
Figura I1-16. Influencia de Ia velocidad de flujo en Ia respuesta del
optosensor y el tiempo de respuesta (® tiempo de respuesta). [NAP]=100
ng/mL. [glicina/HCIl a pH=2.5] 15mM. A, _,.. 334/354 nm, voltaje del

detector 600 V, rendijas 4/4 nm, resolucion 5 s. Volumen de muestra
inyectado 2 mL.

Como se observa en la figura a velocidades de flujo pequefias, se consigue una
mayor respuesta a costa de mayotres tiempos y viceversa. Por tanto, se adopt6 una solucion
de compromiso entre una respuesta util y un tiempo favorable, eligiendo como velocidad

de flujo 6ptima la de 2.0 mL/min.

<
<

éVelocidad de flujo: 2.0 mL/ min%
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2.82 Influencia del volumen de inyeccién de muestra

El volumen de inyeccién de muestra afecta a la tespuesta del optosensor y al
tiempo de respuesta. Para investigar dicha influencia, en las condiciones 6ptimas
establecidas, se vari6 el volumen del bucle de la vélvula de inyeccién del analito (valvula A)
y se hicieron sucesivas inyecciones de una disolucién de 100 ng/ml. de NAP, registrandose

la respuesta del optosensor y el tiempo de respuesta para cada volumen inyectado (véase

Figura 11-17).

r 400
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-
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g 25 _ - 300 @
2 s
£, 20 g
s :
S 1.5 A P20 g
: 2
Q 2|
2 1.0 | .QE)
2 100 -5
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Figura I1-17. Efecto del volumen de inyeccion de muestra en Ia respuesta
del optosensor y el tiempo de respuesta (® tiempo de respuesta).
[NAP]=100 ng/mL. [glicina/HCI a pH=2.5] 15 mM. 2, .., 334/354 nm,
voltaje del detector 600 V, rendijas 4/4 nm, resolucion 5 s. Velocidad de
flujo 2 mL/min.

Como se puede observar, un aumento del volumen de inyeccién de muestra
provoca un aumento considerable de la respuesta del optosensor y del tiempo de respuesta.

Se eligié un volumen de inyeccién de muestra ptimo de 2.0 mL.

$

NANANAANANNAS

Tavarave \,>

¢Volumen de inyeccion de muestra: 2.0 mL:

< <
’\\\/\/\/\A/\/\/\/\/\/\/\/\/\ NANANNANANNAS avavavevave
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2.9 Efecto de la temperatura

La emisién fluorescente, como todos las fenémenos luminiscentes, se ve afectada
por cambios en la temperatura. Ademss, la temperatura también puede afectar a la
interaccion entre el analito y la fase sensora. Por ello, se realizé un estudio de la influencia

de la misma sobre la respuesta del optosensor de naproxeno propuesto.

Para ello, se preparé una disolucién portadora y una muestra de 100 ng/mL de
NAP en las condiciones expetimentales 6ptimas antetiormente comentadas ([glicina/HCl a

pH 2.5]=15 mM) y se registr6 la sefial fluorescente en las condiciones instrumentales

optimas (A /en=334/354 nm, voltaje del detector 600 V, rendijas 4/4 nm, resoluci6n 5 s)

mientras el sistema circulaba con una velocidad de flujo de 2.0 mL/min inyectando 3

réplicas de 2 mL de muestra para cada una de las temperaturas estudiadas.

3.0 “
5y T F—=—F- T F—T
2.0 1
1.5

1.

Respuesta del optosensor
o

0.0 - T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Temperatura (°C)

Figura 11-18. Influencia de la temperatura en el optosensor de NAP.
[NAP]=100 ng/mL. [glicina/HCI a pH=2.5] 15mM. 4, .., 334/354 nm,
voltaje del detector 600 V, rendijas 4/4 nm, resolucion 5 s. Velocidad de
flujo 2 mL/min, volumen de muestra inyectado 2 mL.

Como se observa en la Figura II-18, el optosensor de naproxeno propuesto 10 se

ve influenciado por la temperatura y responde de igual forma en, al menos, el rango de

temperaturas estudiado. Por lo que no fue necesatio termostatizar el compartimento de

muestra del espectroluminémetro.
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3 Caracteristicas analiticas del método

Una vez seleccionada la fase sensora y la disolucién regeneradora, optimizados los
parametros instrumentales y variables experimentales y FIA, se procedi6 al establecimiento
del método analitico. En este apattado se establecen el procedimiento opetatotio, la recta
de calibrado y los parimetros de fiabilidad, cuyo estudio se llevé a cabo mediante el

protocolo del modelo de regresion lineal de la IUPAC y el propuesto por Cuadros y co/*.
31 Procedimiento operatorio

La fase sensora seleccionada (Ambetlita XAD 7 particulada a 80-120 um) se
empaquetd en la cubeta de flujo convencional. Se prepaté una disolucién portadora
diluyendo disolucién reguladora de glicina/HCl a pH 2.5 con agua bidestilada hasta una
concentracion de 15 mM y varias disoluciones de concentraciones crecientes de naproxeno
en las condiciones experimentales 6ptimas (disolucion reguladora de glicina/HCl a pH 2.5
en una concentraciéon de 15 mM). Se ajusté la velocidad de flujo de la bomba petistaltica a

2 ml./min y se acondicioné la fase sensora dejando pasar la disoluciéon portadora durante 5

min. Se fijaron las condiciones instrumentales en el equipo: A =334/354 nm, voltaje del

‘exc/em
detector 600 V, rendijas 4/4 nm y resolucién 5 s y se registt6 la sefial analitica para cada
una de las disoluciones de naproxeno prepatadas, regenerando la fase sensora con 250 pL

de acetonitrilo/H,O al 80% v/v después de cada inyeccién de muestra.
3.2 Recta de calibrado

Se estableci6 la recta de calibrado para el método propuesto variando la

concentracion de NAP, realizando tres réplicas para cada nivel de concentracién.

En la Tabla II-1 se muestran los datos obtenidos de la recta de calibrado y en la

Figura II-19 la influencia de la concentracién de NAP sobre la respuesta del optosensot.

84. L. Cuadros Rodriguez, A.M. Garcia Campaifia, C. Jiménez Linares y M. Roman Ceba. “Estimation of
performance characteristics of an analytical method using the data set of the calibrations experiment”.
Anal. Lett., 26 (1993) 1243,
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Tabla II-1. Réplicas de la recta de calibrado

e e oo e s e P |

Concentracién (ng/mL) Respuesta del optosensor
50 1.033 1.050 1.009
100 2.393 2.458 2.316
150 3.321 3.418 3.319
200 4.349 4.259 4.207

i e e e e o e e e S B e S e e IO e et |

Respuesta del optosensor

0 50 100 150 200
[NAP] (ng/mL)

Figura I1-19. Curva de calibrado del optosensor de naproxeno.

3.3 Parametros de fiabilidad

Para calcular el limite de deteccién (L.D.) y el limite de cuantificacién (L.C.) segin
el criterio IUPAC, se calcul6 la desviacién estindar de un blanco (), para ello se registro la
desviacién estandar de la linea base del optosensor y a pattir de ella se calcul6 el L.D. y el
L

La Tabla II-2 muestra los resultados obtenidos.
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Tabla II-2. Paramettos de fiabilidad obtenidos por el método IUPAC

“

Parametros Valor estimado
So 0.0106
Limite de deteccion (ng/mL) 1.5
Limite de cuantificaciéon (ng/mL) 5.0
Rango dinamico lineal (ng/mL) 1.5-200.0

S .- s ama s ua a e seeew]

Los patametros de fiabilidad segtin el método propuesto por Cuadros y co/. han sido
establecidos mediante el método de regresion lineal a partir del conjunto de datos de la

expetiencia del calibrado.

La sensibilidad analitica asi como la linealidad se establecen mediante el uso de los

datos derivados del calibrado, reflejados en la Tabla II-3.

Tabla II-3. Datos estadisticos de la recta

[P e e e e e e e e e B e e e

Datos estadisticos Valor estimado

Ordenada en el origen (a) 0.0893
Desviacién estandar (s,) 0.0980
Desviacion estandar relativa (D.E.R.(a))(%) 109.3
Pendiente (b) 0.0214
Desviacién estandar (s,) 0.0007
Desviacion estandar relativa (D.E.R.(b))(%) 3.3

Desviacion estandar de regresion (sg ) 0.1381
Coeficiente de correlacion (r) 0.9945
Coeficiente de detetminacién (1) (%) 98.9

e ——— . e T n w e ]

Para la obtenci6n de los limites de deteccién y cuantificacién y de la precisién del

método, son necesatios los datos relativos a la desviacién estandar (s) tanto de los blancos
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como de los patrones empleados para el establecimiento de la recta de calibrado,

respectivamente. Los datos de dichas desviaciones se muestran en la Tabla II-4.

Tabla II-4. Desviaciones estandares

e e e e S L L e e e e ]
I ——e e —™—

Concentraciones (ng/mlL) s
50 5.0
100 4.2
150 4.3
200 4.8

e n e s e e e e e

La estimacién de los parametros caractetisticos del método se ven reflejados en la

Tabla II-5.

Tabla II-5. Parimetros de fiabilidad segiin el método de Cuadros y col.

Parametro Valor estimado

Linealidad (1-D.E.R.(b)) (%) 96.7
Sensibilidad analitica (ng/mL) 6.5
Limite de deteccién (ng/mL) 18.5
Limite de cuantificacion (ng/mL) 61.6
Rango dinamico lineal (ng/mL) 18.5-200.0

50 ng/mL 113
Precision (D.E.R.) (%) 100 ng/mL. >

150 ng/mL 2.8

200 ng/mL 2.5

T T T G o P R T e T e e el O |
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4 Aplicaciones del método propuesto

El naproxeno es un principio activo presente en multitud de medicamentos con
propiedades antiinflamatorias y analgésicas, entre otras, por lo que se ha aplicado el
optosensot propuesto a la determinacién de naproxeno en dos firmacos comerciales
(Naprosyn 500 mg y Antalgin 550 mg; de los laboratorios Roche) y a la determinacién de

naproxeno libre excretado por via utinaria tras la ingesta de Antalgin 550 mg.
41 Determinacion de naproxeno en preparados farmacéuticos

El Naprosyn 500 mg es un firmaco comercializado en Espafia por los laboratorios
Roche S.A. que se presenta en un envase de 40 comprimidos ranurados y se emplea en el
tratamiento de los procesos inflamatorios, dolorosos, de las articulaciones, musculos,
tendones y ligamentos, tales como artritis reumatoide, artrosis y espondilitis anquilosante.
También se usa en ataques agudos de gota y en el tratamiento del dolor menstrual. La
composicion especificada por el fabricante pot comptimido es: Naproxeno (D.C.L) 500
mg, polivinilpirrolidona K-90, croscarmelosa sédica, 6xido de hierro (E-172) y estearato

magnésico.

El Antalgin 550 mg es un farmaco cometcializado en Espafia por los laboratorios
Roche S.A. que se presenta en envases de 10 y 40 comprimidos y se emplea en el
tratamiento del dolor leve o moderado con componente inflamatorio, especificamente de
origen osteomuscular, artrosis reumatoide, osteoartritis, episodios agudos de gota,
espondilitis anquilosante, sindromes reumatoides, dolores muscoesqueléticos, dismenotrea,
tratamiento sistematico de las ctisis agudas de migrafia y menorragia primaria y secundatria a
un dispositivo intrauterino. La composicion especificada por el fabricante por comprimido
es: Naproxeno (D.C.1.) sédico 550 mg, celulosa mictocristalina, polivinilpirrolidona, talco,
estearato magnésico, hidroxipropil metilcelulosa, polietilenglicol, diéxido de titanio (E-171),

laca de indigotina (E-132) y agua purificada.
4.1.1 Estudios de recuperacion

Para comprobar la exactitud del método propuesto se ha realizado un estudio de
recupetacion. Dicho estudio se llevé a cabo para una concentracién de naproxeno de 100

ng/ml., valor que esta dentro del intervalo lineal del método propuesto.
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El procedimiento operatotio seguido fue: se tomaron 5 comptimidos, se pesaron
(siendo el peso medio por comprimido de 540 mg para el Naprosyn 500 mg y 787.4 mg
para el Antalgin 550 mg), se trituraron y homogeneizaron y se tomaron 2.7 mg del polvo
del Naprosyn y 3.6 mg del polvo del Antalgin que se diluyeron a 100 mL con agua
bidestilada. Se tomé la cantidad adecuada de cada disolucion muestra para tener una
concentracién de NAP de 100 ng/mL y se le afiadi6 la cantidad adecuada de disolucion
reguladora de glicina/HCl a pH 2.5 para que tuviese una concentracién de 15 mM y se
enras6 con agua bidestilada.

Se realizaron 7 réplicas para cada medicamento llevando a cabo el registto de la
intensidad de fluorescencia a las condiciones instrumentales 6ptimas: A, /e, =334/354 nm,
voltaje del detector 600 V, rendijas 4/4 nm y resolucién 5 s; con una velocidad de flujo de
2.0 mL/min e inyectando 2 mL de muestra. Los tesultados obtenidos se muestran en las

Tablas I1-6 y II-7.

Tabla II-6. Datos de réplicas en el anilisis de naproxeno en Naprosyn 500 mg

s S e S e e e e O e O e e

Muestra Valor nominal (.iec.:larado Valor encor.ltte.ldo % Recupetacitn
(mg/comprimido) (mg/comprimido)
1 500 533.5 106.7
2 500 495.4 99.1
7 500 490.4 98.1
4 500 487.4 97.5
5 500 498.6 98.7
6 500 487.2 97.4
7 500 489.3 97.9
Media 500 497.4 93.3
D.E.R. (%) - - 3.5

e e e e e G e e eSS
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Tabla II-7. Datos de réplicas en el anslisis de naproxeno en Antalgin 550 mg
“

Muestra Valor nominal fle(.:larado Valor encor}tra}do % Récupetacitn
(mg/comprimido) (mg/comprimido)
1 550 565.0 102.7
2 550 5855 106.5
3 550 573.0 104.2
4 550 542.3 98.6
5 550 543.3 98.8
6 550 546.3 99.3
7 550 529.6 96.3
Media 550 555.0 100.9
D.E.R. (%) . - 3.6

Eaeaeae]aee—---————-—_—e———

4.2 Determinacién de naproxeno en muestras de otina

Para aumentar la aplicabilidad del optosensor propuesto, se llevé a cabo la
determinacion de naproxeno libre excretado via urinaria tras la ingesta de un medicamento

que lo contenga como ptincipio activo.
4.2.1 Procedimiento operatorio

La otina de 24 horas, de una voluntatia de 30 afios que habia ingerido un
comptimido de Antalgin 550 mg fue recogida en botes de polietileno esterilizados cuyo
contenido fue inmediatamente centrifugado a 3700 r.p.m. durante 15 min y decantados.
Posteriormente fueron congelados y conservados a —20 °C hasta el momento de su anslisis.
En todo momento se siguieron las directrices recomendadas por la Comisién para la

Investigacion de los Riesgos para la Salud de los Compuestos Quimicos en el Area de

Trabajo®.

Siguiendo las indicaciones de la bibliogtafia consultada y que indicaba que el

. . 86
naproxeno se excretaba en un 95% inalterado o como sus metabolitos®, que el volumen

85. J. Angerer y K.H. Schaller. “Analyses of hazardous substances in biological materials”. Vol. 1, VCH,
Weinheim, 1992.
86. V-1 Vademecum Internacional. (1999). Paginas 1324-1325.

(88
[N
—
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total de orina recolectado en 24 h fue de 1.2 L y que la voluntaria habia ingerido 550 mg de
naproxeno, se tomé una alicuota de 23.7 pL de orina, se le afiadié la cantidad
correspondiente de disolucién reguladora de glicina/HCl a pH 2.5 para que la
concentracién final fuera de 15 mM y se enrasé con agua bidestilada en un matraz de 100
mL. Esta dilucién de orina se realiz6 para que la muestra tuviese una concentracion de

NAP que estuviera dentro del intervalo lineal.

4.2.2 Estudio del efecto matriz y determinacion directa del naproxeno en otina

En primer lugar se llevé a cabo un estudio del efecto matriz de la orina. Para ello, se
tomé una muestra de orina antes de ingerir el firmaco, se centrifugé a 3700 r.p.m. durante
15 min, se decantd y se llevo a cabo el tratamiento descrito anteriormente. Se inyect6 en el
sistema de flujo y se observé que no producia ninguna variacién de la linea base, incluso
después de realizar 15 inyecciones. Por lo tanto, se puede asegurar que con la dilucion
necesaria de la orina para detectar el NAP y en las condiciones 6ptimas del optosensor
propuesto, no habia ningiin componente de la orina que pudiera interferir en la medida del
principio activo NAP. Por tanto, se puede llevar a cabo la determinacién de NAP en orina

de forma directa.

Para ello, la orina recolectada después de la ingestion del medicamento se sometid
al procedimiento operatorio antetiormente indicado y se introdujo en el sistema de flujo

llevando a cabo 7 réplicas. Los resultados obtenidos se muestran el la Tabla II-8.

Tabla II-8. Datos de réplicas en el anilisis de naproxeno en muestras de otina

s T e T e e B e

Muestra Valor encontrado (mg) % Excretado

1 234.0 42.6

2 236.0 42.9

3 235.8 42.9

4 238.0 43.3

5 234.4 42.6

6 230.0 41.8

7 225.2 40.9
Media 233.4 424
D.E.R. (%) - 1.2

e — e e e e e
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Como se deduce a partir de los datos obtenidos, el 42.4% del naproxeno ingerido se

excreta via urinaria inalterado al cabo de 24 horas.
4.2.3 Validacion del método. Método de adicién de patron

Para corroborar que la cantidad de naproxeno excretada en la orina era la obtenida

en el método directo de anilisis se procedi6 a llevar a cabo el método de adiciéon de patrén.

Para ello, en matraces de 100 mL se colocaron 23.7 pL de otina y se le afiadieron
alicuotas de una disolucién patrén de NAP de forma que la concentracién variara entre 0 y
150 ng/ml; se le adicioné la cantidad adecuada de disolucién reguladora de glicina/HCl a
pH 2.5 para que la concentracién final fuera de 15 mM y se enrasé con agua bidestilada.
Estas disoluciones se inyectaron en el sistema de flujo por triplicado y se registré la
respuesta del optosensor a las condiciones instrumentales y de flujo éptimas obteniendo asi

la recta de adicién de patrén (véase Figura 11-20).

Respuesta del optosensor

0 50 100 150 200
[NAP] (ng/mL)

Figura I1-20. Curva de calibrado (—) y adicion de patrén (—) de las
muestras de orina.

La recta de adicién de patrén obtenida de esta forma tiene una pendiente de 0.0231,
una ordenada en el origen de 1.2523 y un coeficiente de correlacién de 0.9983.

Para comprobar que las pendientes del calibrado y de la recta de adicién de patrén

no son significativamente diferentes, se llevo a cabo el estudio de validacién ptopuesto por
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1 87,88

Cuadros y co , segun el cual, la t estadistica de las pendientes debe ser menor que la t de

Student tabulada para un o de 0.01 y ng+n,-4 grados de libertad.

Realizados los calculos, los resultados obtenidos fueron:

s, = 0.1139
t, = 2.845
t., = 2.044

por lo que se concluye que las pendientes no son significativamente distintas, ya que

by tie

Haciendo uso de la recta de adicién de pattén, se calculé la concentracion de
naproxeno en la otina y pot tanto, el porcentaje excretado de éste en la orina analizada. Los

resultados obtenidos se presentan en la Tabla II-9.

Tabla I1-9. Datos de excrecion de NAP en la adicién de patron.

Valor encontrado (mg) % Excretado

243.7 44.3

Se podtia concluir de estos resultados que el método propuesto es exacto y pot
tanto, el optosensot propuesto puede usarse de forma rapida, simple, selectiva y sensible

para la determinacion de NAP en preparados farmacéuticos y orina.

87. L. Cuadros Rodriguez, A.M. Garcia Campaiia, F. Alés Barrero, C. Jiménez Linares y M. Romin Ceba.
“Validation of analytical instrumental method by standard addition methodology”. J. AOAC Int., 78
(1995) 471.

88. AM. Garcia Campafia, L. Cuadros Rodtiguez, J. Aybar Mufioz y F. Alés Barrero. “Chemiometric
protocol to validate an analytical method in the presence of corrigible constant and proportional
systematic errors”, J. AOAC Int., 80 (1997) 657.



CAPITULO III

Desarrollo de un optosensor
fluorimétrico para la determinacion de
propranolol en preparados
farmacéuticos y de un test de screening
para el control de propranolol en
fluidos biolégicos






CAPITULO III. DESARROLLO DE UN OPTOSENSOR FLUORIMETRICO
PARA LA DETERMINACION DE PROPRANOLOL EN PREPARADOS
FARMACEUTICOS Y DE UN TEST DE SCREENING PARA EL CONTROL
DE PROPRANOLOL EN FLUIDOS BIOLOGICOS

1 Generalidades del Propranolol............cceceveeererererssresereenesesenssesessrsseseasons 229
1.1 (Bsteoeirg, SOBEHITE S S mrens 229

1.2 Nomenclatura € RiStOLIa .......c.eurveeruerunriiriesisssiniesese e sssssssssssssssassasssssessens 229

1.3 PrOPIEdAdEs .........cuiuiuneececieenisinsinsinsiessssses s s ssse s s ssssss s sssssssssssssens 229

Lok USO8 comeassummomamonssnissnsssiss i stassns morssomessensesoessassrerssmisssemmssnessersorsosmsessssmmossrserers 229

1.5 TOXICOLOEIA ...ttt ettt s bbbt ses e 230

1.6 Propiedades farmacolOiCas..........c.evueuerrunresreensemeenssansisssanssissasssssssensaessessassens 230
1.6.1 Propiedades farmacodinamiCas .......cocveeureeecessenesssesnsssnsssssssssssanssnsans 230

1.6.2 Propiedades farmacOCINEtiCas. .......evurureereererrerrersereeressessesaesessessesassssanns 230

1.7 Formulaciones COMELCIAlES .........ccvuruneurirurmresnsnssssissiesssssessesssessessesassnsens 231

1.8 MEtodos ANAHCOS .....ccevurueeirirriririisieriesssessessesesses s s ses s sessssessessassanns 231

2 Establecimiento de las condiciones experimentales 6ptimas.................. 237
2.1 Espectros del propranolol en diSOIICION ......c.eveverreerrereesneenreenrenresseneesesnns 237

2.2 Seleccién de la fase sensora: po y tamafio de 1esing......occvvereereeensesnrensines 238

2.3 Espectros en fase SOLAA.......ccocrurrrurieriereririenieieneiesesesessesessese s ssssesasassanes 239

2.4 Disefio del sistema de fIujo .......cecueeureeneureerernrinsenenensiesiesissiessessessssssesaesesssnes 241

2.5 Eleccion de la disolucion tEGENErante ... ....uuumsusmssorsussussesserserssessssnsasassssssanes 242

2.6 Optimizaci6én de los parimetros INStrumentales...........vcweeeecerceserseceseeenee 245
2.6.1 Voltaje del deteCtOr......coovumrumiriniririerieirisiriesesessssissessessssessssesessesesaesns 245

2.6.2 ANChO de £eNd1Ja.....cciuriurirrrrrierriniesnenisstsseesasses s st ses st sesaesaseas 246



B QL TTTT (T G SR ———— 247

2.7 Optimizaci6n de las variables experimentales.......ovcuiunirremnnrsiiinsisnnnns 248
2.7.1 Influencia del pHo....ounvericitstsisi e 248

2.7.2 Tipo y concentracién de disolucién reguladora .......ccecceeeuciecrcnrennen. 249

2.8 Optimizaci6én de las variables de flujo......ccceeneuneimmcciiiiiiiiees 251
2.8.1 Efecto de la velocidad de fIujo .....c.ovvverrirennmnrnieieisescsiciscisinicaines 252

2.8.2 Influencia del volumen de inyeccion de muestra.......coceeuceciscniusunss 253

2.9 Efecto de 1o temMPeratira ......coosmsissessirssussassassssssssssssesssssssssiussessmssasrssseaseserses 254

3 Caracteristicas analiticas del MEtOdO ......uueereciineiiciiisnniiccssncrisssssnecnccsnans 255
3.1 Procediftiienito OPSEAOHIO .umumasrorssmremssammosnemsnmonmensismsssosossssss AT 255

3.2 Recta de calbrado.....cmmmsmmsssesssssmmmmsmnmossssnsisisiissssmsisssssmssesesmansassssnsss 255

3.3 Parimetros de fiabilidad.....cammsmmaanaamnssumommmmmsssmoseme 256

4 Aplicaciones del MELOAO PrOPUESLO.....ueereerecssssrrecccssnssscsssossssssscssssecscssnes 258
4.1 Determinacién de propranolol en preparados farmacéuticos.........cceueuuses 258
4.1.1 Estudios de teCUPEraCION ........coceuererurisssesssescssessusisensmsiassssssssissasinsissass 259

5 Test de screening pata el control de propranolol en muestras de

L T Pt 260
5.1 Procedimiento OPELAtOLIO......ocrerrrrrersesersssesssassssssssssisssssssssssssssscasssssssssssssassasns 261
5.2 Recta de calibrado del propranolol en presencia de orina............ceeeee. 261
5.3 Parametros de fiabilidad.........cccoeoeurueirenccucinicccniicicicinisiessesssss s 262
5.4 Selectividad del test de dopaje PLOPUESLO ...c.uveeurcucincuiuisiseuissinsiiasinsnnsannaes 265
5.5 Aplicacion al analisis cualitativo del test propuesto.........cocvvvurisininnnienenaces 266

aasasascaacacasasaasacnscaldicsnccsccscccndccccccascscsccnscscsnscsnscsncncnnsnanannnn



EF AN N XN RN N NN RN N RN NN RN NN R NN NN R RN NN N NN NN RN NN N N N B A N B R A A A B A A A A A 4

Optosensor de propranolo!

1 Generalidades del propranolol

11 Estructura molecular

La férmula molecular y peso molecular del propranolol son C,;H,NO, y 259.3 g/mol,

respectivamente. La estructura molecular del propranolol se presenta en la Figura ITI-1.

OH H

|
O—CH,~CH—CH,-N_  CHj
CH

N

Figura I11-1. Estructura molecular del propranolol

1.2 Nomenclatura e historia

El propranolol, 1-(isopropilamino)-3-(1-naftiloxi)-2-propanol, es un bloqueante f-
adrenoaceptor con amplia variedad de indicaciones en medicina como son el tratamiento

de la hipertension, de la arritmia cardiaca, de la angina de pecho, etc..
13 Propiedades

El propranolol es soluble en agua y etanol, practicamente insoluble en éter, benceno

y acetato de etilo y su punto de fusién es de 163-164 °C.
Su hidrocloruro tiene estructura cristalina con un punto de fusién de 96 °C.

1.4 Usos

El propranolol es un antagonista competitivo de los receptores B, v B

adrenérgicos, es decit, es un B-bloqueante.

Este compuesto esta indicado en el control de la hipertensién arterial esencial y
renal, en el tratamiento de la angina de pecho, profilaxis de la migrafia, tratamiento del

temblor esencial, de la sintomatologia petiférica de la ansiedad (taquicardia, temblor),

229
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control en la mayoria de las arritmias cardiacas, profilaxis a largo plazo después de la

recuperacion del infarto agudo de miocardio, etc..

El propranolol esta incluido en la lista de sustancias y grupos farmacolégicos
prohibidos y de métodos no reglamentados de dopaje en el deporte, establecida en la
Resolucién de 21 de marzo de 2000 del Consejo Supetior de Depottes. Este compuesto se
encuentra incluido en la seccién I de la lista dentro del grupo I1.1.6 Bloqueantes f-
adrenérgicos, considerindose unicamente prohibidos por una Federacién deportiva
espafiola, como la de tiro, cuando a su juicio se considere que su consumo pueda modificar
artificialmente el rendimiento deportivo de los deportistas o los resultados de la

competiciones depottivas y cuando su correspondiente Federaciéon Internacional lo tenga

prohibido.
1.5 Toxicologia

La DLs, en ratones por via intravenosa es 22 mg/Kg, 107 mg/Kg por via
intraperitoneal y 565 mg/Kg por via oral.

1.6 Propiedades farmacologicas

16.1 Propiedades farmacodindmicas

El propranolol es un antagonista competitivo de los receptores B, y PB,-

adrenérgicos, sin actividad antagonista a dichos receptores.
16.2 Propiedades farmacocinéticas

El propranolol es absorbido completamente, tras su administracién oral,
alcanzandose las maximas concentraciones plasmaticas 1-2 horas después de su ingesta en
ayunas. Por via hepatica se elimina hasta un 90% de la dosis oral, siendo la vida media de
climinacién de 3 a 6 horas. El propranolol se distribuye amplia y ripidamente,
presentindose los mayores niveles en pulmones, higado, rifién, cerebro y corazén siendo

su uni6n a proteinas muy elevada (80-95%).
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1.7 Formulaciones comerciales

El propranolol se encuentra en las siguientes preparaciones farmacéuticas
comerciales: Sumial 10, Sumial 40 y Sumial Retard de los Laboratorios Zeneca, siendo estas
las Gnicas que contienen este principio activo y se encuentran comercializadas en nuestro

pais.
1.8 Métodos analiticos

Para la determinacién del propranolol se han descrito gran diversidad de
procedimientos analiticos. Existen metodologias volumétricas tanto clasicas'’ como
conductimétricas® para el analisis de esta sustancia. Dentro de las técnicas electroquimicas
de analisis existe un electrodo selectivo’ aplicable a varias drogas y entre ellas el propranolol
y otro especifico de propranolol' y ademis se han propuesto dos determinaciones

voltamperométricas del mismo™’.

También se han desctito métodos para la determinacion de los distintos
enantiémeros del propranolol usando resonancia magnética nucleat’ y espectrometria de

masass.

Ademis de éstas hay que mencionar las técnicas separativas como son la

9-16

cromatografia y la electroforesis capilar’ . Dentro de las cromatograficas existen métodos

1. V.N. Pathak, S.R. Shukla e I.C. Shukla. “Direct titrimetric determination of the antihypertensive drugs
methyldopa and propranolol in pharmaceutical preparations”. Analyst, 107 (1982) 1086.

2. Y.M. Issa y AS. Amin. “Conductometric titration of pindolol and propranolol using ammonium
reineckate and potassium tetracyanonickelate”. Mikrochim. Acta, 118 (1995) 85.

3. H. Suzuki, H. Nakagawa, M. Mifune, Y. Saito. “A widely applicable electrode sensitive to basic drugs
based on poly(vinyl chloride) membrane plasticized with tricresyl phosphate”. Chem. & Pharm. Bull,, 41
(1993) 1123.

4. H.Y. Aboul Enein y X.X. Sun. “A novel ion selective PVC membrane electrode for determination of
propranolol in pharmaceutical formulation”. Analusis, 28 (2000) 855.

5. F. Belal, O.A. AlDeeb, A.A. AlMajed y E.AR. GadKariem. “Voltammetric determination of N-
nitrosodetivatives of atenolol and propranolol in simulated gastric juice”. Farmaco, 54 (1999) 700.

6. M.M. Ghoneim, A.M. Beltagi y A. Radi. “Indirect determination of propranolol by cathodic adsorptive
stripping voltammetry”. Quimica Analitica 20 (2002) 237.

7. G.M. Hanna y F.E. Evans. “Optimization of enantiomeric separation for quantitative determination of
the chiral grug propranolol by H-1-NMR spectroscopy utilizing a chiral solvating agent”. J. Pharm.
Biomed. Anal., 24 (2000) 189.

8. W.A. Tao F.C. Gozzo y R.G. Cooks. “Mass spectrometric quantification of chiral drugs by the kinetic
method”. Anal. Chem., 73 (2001) 1692.

9. AlJJ. Debets, T.P. Schoutsen, W.T. Kok, K.P. Hupe y U.A.T. Brinkman. “Zone electrophoretic sample
treatment coupled online with column liquid-chromatography for the determination of basic and acidic
compounds in biological samples”. Chromatographia, 34 (1992) 581.

231



descritos en cromatografia de gases

Capitulo 111

17,18 19-21

acoplada a deteccion de espectrometria de masas

y en capa fina®, destacando el uso de la cromatografia liquida para el andlisis de esta

droga®?. Casi todas las aplicaciones de esta técnica van destinadas a la determinacién del

propranolol en suero o plasma humano® ™, bien solo o resolviendo mezclas de drogas
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y en preparaciones farmacéuticas”’*. Igualmente, en la bibliografia aparecen diversos

trabajos de determinaci6n del propranolol junto con algunos de sus metabolitos**.
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La cromatografia liquida de alta resolucién con deteccién fluorimétrica también ha
sido ampliamente utilizada para la determinacién de esta sustancia®*. En los dltimos afios
se ha usado la cromatografia liquida con deteccién de masas para la determinacién y

cuantificacién de diferentes beta-bloqueantes entre los que se encuentra el propranolol **,

Dentro de los métodos desctitos también existen varios trabajos de determinacién
del propranolol haciendo uso de técnicas dpticas como la espectrofotometria de absorcién
molecular™®. Sastry y w0/” en 1996 proponen un método espectrofotométrico para
determinar propranolol basado en la reactividad del mismo con N-bromosuccinimida
teniendo limites de deteccién entorno a 4 pg/ml.. Posteriormente, Prasad® determina de
forma simultinea, propranolol y metoprolol por espectroscopia derivada en preparaciones

farmacéuticas. En 1998, se propone la determinacién espectrofotométrica de propranolol

49. F. Albani, R. Riva y A. Baruzzi. “Simple and rapid-determination of propranolol and its active
metabolite, 4-hydroxypropranolol, in human-plasma by liquid-chromatography with fluorescence
detection”. J. Chromatogt., 228 (1982) 362.

50. R.P. Koshakji y A.J.J. Wood. “Improved high-performance liquid-chromatographic method for the
simultaneous determination of propranolol and 4-hydroxypropranolol in plasma with fluorescence
detection”. ]. Chromatogt.B, 422 (1987) 294.

51. G. Shao, J. Goto y T. Nambara. “Separation and determination of propranolol enantiomers in plasma by
high-performance liquid-chromatography with fluotescence detection”. J- Liquid Chromatogt., 14 (1991),
753.

52. G.S. Rekhi, S.S. Jambhekar, P.F. Souney y D.A. Williams. “A fluorimetric liquid chromatographic
method for the determination of propranolol in human serum plasma”. J. Pharma. Biomed. Anal., 13
(1995) 1499.

53. LR. Martinez, RM.V. Camanas y M.C.G. Alvarez Coque. “Micellar liquid chromatography: A worthy
technique for the determination of beta-antagonists in urine samples”. Anal. Chem., 71 (1999) 319.

54. HK. Kim, J.H. Park, J.S. Kang y M.-H. Lee. “Determination of propranolol concentration in small
volume of rat plasma by HPLC with fluorimetric detection”. Biomed. Chromatogr., 15 (2001) 539.

55. V.P. Ranta, E. Toropainen, A. Talvitie, S. Autiola y A. Urtti. “Simultaneous determination of eight beta-
blockers by gradient high-performance liquid chormatography with combined ultraviolet and
fluorescence detection in corneal permeability studies in vitro”. J. Chormatogr. B, 772 (2002) 81.

56. M.E. Abdel Hamid. “Comparative LC-MS and HPLC analyses of selected antiepileptics and beta-
blocking drugs”. Farmaco, 55 (2000) 136.

57. R. Bakhtiar y F.L.S. Tse. “High-throughput chiral liquid chormatography/tandem mass spectrometry”.
Rapid Communications in Mass Spectrometry, 14 (2000) 1128.

58. D. Radulovic, M.S. Jovanovic y L. Zivanovic. “Spectrophotometric determination of propranolol
hydrochloride as bromthymolbluelon pair in tablets”. Pharmazie, 41 (1986) 434.

59. L. Zivanovic, D. Radulovic y M. Jovanovic. “Colotimetric determination of propranolol chloride in
pharmaceutical preparations”. Pharmaceutica Acta Helvetiae, 63 (1988) 350.

60. N.A. Zakhari, SM. Hassan y Y. Elshabrawy. “Colotimetric determination of beta-adrenergic blocking-
drugs with carbon-disulfide and copper(l) ions”. ]. Pharma. Biomed. Anal., 9 (1991) 421.

61. CS.P. Sastry, KR. Srinivas y KM.MK. Prasad. “Spectrophotometric determination of drugs in
pharmaceutical formulations with N-bromosuccinimide and celestine blue”. Mikrochim. Acta, 122 (1996)
77

62. C.V.N. Prasad, V. Bharadwaj, V. Narsimhan, R.T. Chowdhary y P. Parimoo. “Simultaneous
determination of metoprolol-hydrochlorothiazide and propranolol-hydrochlorothiazide in combined
formulations by derivative spectroscopy”. J. AOAC Inter., 80 (1997) 325.
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por formacién de complejos con Cr(III) ©. En 2001, Yamaguchi y wl® y Goleu y col”
proponen dos métodos espectrofotométricos para la determinacion de propranolol pot

formacién de diferentes complejos coloreados.

Existen, ademas, tres trabajos de determinacién indirecta por espectrometria de
absorcién atémica de los cuales dos estan basados en la formacién de asociados idnicos de
la droga con compuestos como cobaltonitrito sédico, ferrocianuro potasico, etc.,
obteniendo limites de deteccién del orden de 2 pg/ mL%. En cambio, El-Ries y col%8,
aplicaron la determinacién de propranolol a productos farmacéuticos obteniendo buenos
porcentajes de recuperacién, comparando los resultados obtenidos con un método

espectrofotométrico para la determinacioén del mismo.

Dentro de las mencionadas técnicas 6pticas tenemos también determinaciones pot
métodos luminiscentes tanto por fluorescencia como fosforescencia. Dentro de los
métodos fluotimétricos, en 1991 Mufioz de la Pefia y 0/” desctiben la determinacion
simultinea de propranolol e hidralazina pot espectrofluorimetria sincronica derivada
aplicandola al analisis en preparaciones farmacéuticas. Mas tarde, en 1998, se publica otta
determinacién por espectrofluotimetria sincrénica de propranolol y pindolol teniendo un
rango de determinacion para el propranolol desde 0.02 hasta 1.00 pg/mL, aplicando dicha
metodologia al analisis de ambos analitos en muestras de orina y preparaciones

farmacéuticas, para el caso del propranolol”. En este mismo afio Murillo Pulgarin y col.”!

63. I Ganescu, A. Popescu, L. Papa, L. Chirigiu y M. Aciu. “Complex chromium III anions in drug control.
propranolol determination as Cr (III) thiocyanate complexes”. Revista de Chimie, 49 (1998) 115.

64. T. Yamaguchi, H. Murase, I. Mori y Y. Fujita. “Spectrophotomettic determination of propranolol
hydrochloride and its related drugs bases on color development with the bromopyrogallol red-
molybdenum (VI) complex”. Bunseki Kagazu, 50 (2001) 563.

65. A. Golcu, M. Dolaz y S. Serin. “Spectrophotometric determination of propranolol as Cu(II), Ni(II) and
Co(II) dithiocarbobamate complexes”. Turkish Journal of Chemistry, 25 (2001) 485.

66. S.Khalil y N. Borham. “Indirect atomic absorption spectrometric determination of pindolol, propranolol
and levamisole hydrochlorides based on formation of ion-associates with ammonium reineckate and
sodium cobaltinitrite”. J. Pharma. Biomed. Anal., 22 (2000) 235.

67. S. Khalil y M.M. ElRabiehi. “Indirect atomic absorption spectrometric determination of pindolol,
propranolol and levamisole hydrochlorides based on formation of ion associates with manganese
thiocyanate and potassium ferricyanide”. J. Pharma. Biomed. Anal., 22 (2000) 7.

68. M.A. El-Ries, M. Abou Attia y S.A. Ibrahim. “AAS and spectrophotometric determination of
propranolol HCL and metoprolol tartrate”. J. Pharma. Biomed. Anal., 24 (2000) 179.

69. A. Mufioz de la Pefia, F. Salinas y M.S. Durin. “Simultaneous determination of propranolol and
hydralazine by derivative synchronous spectrofluorometry”. Anal. Chimi. Acta, 255 (1991) 317.

70. T.P. Ruiz, C. Martinez Lozano, V. Tomas y J. Catpena. “Simultaneous determination of propranolol and
pindolol by synchronous spectrofluorimetry”. Talanta, 45 (1998) 969.
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determinan por espectrofluorimetria derivada sincrénica de angulo variable varias drogas,
entre las que se encuentra el propranolol, con un rango dindmico lineal pata el propranolol
de 6 2 200 ng/ml.. Ademas de éstos hay desctito un fluoroinmunoensayo para cuantificar

el propranolol en sueto y plasma’™.

Se han obtenido distintos datos sobre métodos fosforimétricos de cuantificacién
del propranolol. Asi, Bateh y Winefordner” en 1983, aplican la fosforimetria en soporte
solido a la determinacién del propranolol en preparaciones farmacéuticas usando como
atomo pesado externo el yoduro potasico. En 1986, Femia y Cline Love™, hacen un estudio
comparativo de la espectrofosforimettia sincténica a temperatura ambiente en disolucién
empleando medios micelares y ciclodextrinas y resuelven una mezcla de propranolol y su 4-
hidroximetabolito en medio micelar haciendo uso de la segunda derivada. Existe también
otra determinacién fosforimétrica de esta droga en preparados farmacéuticos utilizando la

metodologia en supetficie s6lida, propuesta por Long y co/.” en 1988.

En el aflo 1994, Rapado Martinez y /" publican una metodologia para la
determinacién de propranolol en preparaciones farmacéuticas por fosforimetria en
disolucién empleando medios micelares (dodecil sulfato sédico), TINO, como sal de 4tomo
externo, Na,SO; como agente desoxigenante y una disolucién tampén de fosfato. En esta
determinaci6n es necesario un tiempo de 30 minutos a temperatura ambiente después de la
preparacién de la muestra y después una termostatizacién a 18 °C durante 10 minutos para

observar la fosforescencia del propranolol a unas longitudes de onda de excitacién y
emisién de 290 y 487 nm respectivamente, obteniéndose un limite de deteccién de 9-107™°

M y un rango dinimico lineal hasta 8:10° M. La aplicabilidad de dicho método se lleva a

71. J.A. Murllo Pulgarin, A. Alafién Molina y P.T. Lépez. “Simultaneous determination of atenolol,
propranolol, dipyridamole and amiloride by means of non-linear variable-angle synchronous fluorescence
spectrometry”. Anal. Chim. Acta, 370 (1998) 9.

72. M.H.H.. Alhakiem, G.W. White, D.S. Smith y J. Landon. “Direct determination of propranolol in serum
or plasma by fluoroimmunoassay”. Therapeutic Drug Monitoring, 3 (1981) 159.

73. R.P. Bateh y ].D. Winefordner. “Room-Temperature Phosphorescence determination of propranolol in
pharmaceutical formulations™. J. Pharma. Sci., 72 (1983) 559.

74. R.A. Femia y LJ. Cline Love. “Synchronous wavelength scanning room temperature phosphorescence:
comparison of cyclodexttin and micellar media”. Spectrochim. Acta A, 42 (1986) 1239.

75. WJ. Long, S.Y. Suy H.T. Karnes. “Surface analysis of tablets by room-temperature phosphotimetry”.
Anal. Chim. Acta, 205 (1988) 279.

76. LR. Martinez, RM.V. Camanas y M.C. Garcia Alvarez Coque. “Micelle-Stabilized Room-Temperature
Phosphotimetric Procedure for the Determination of Naproxen and propranolol in Pharmaceutical
Preparations”. Analyst, 119 (1994) 1093.
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cabo mediante el analisis del propranolol en dos preparaciones comerciales que lo

contienen, Betadipresan y Sumial.

Recientemente, Long y ¢/ y Cafiabate Diaz y wl.™ emplean la metodologia
denominada fosforescencia a temperatura ambiente inducida por atomos pesados para la

determinacién de propranolol en principios farmacéuticos.

2 Establecimiento de las condiciones experimentales 6ptimas
21 Espectros del propranolol en disolucién

Para conocer los espectros de excitacién y emisién fluorescente del propranolol se
prepar6 una disolucién de 500 ng/ml. de propranolol en agua bidestilada. Los espectros
obtenidos se pueden ver en la Figura I1I-2, en la que se observa que el propranolol posee
fluotescencia intrinseca, con un maximo de excitacién a 294 nm y un maximo de emisioén a

338 nm.
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Figura IT1-2. Espectros de excitacion y emision del propranolol en disolucion.

77. W.Q. Long. Z.X. Zhang y L.D. Li. “Studies on properties and application of non-protected room
temperature phosphorescence of propranolol”. Spectrochim. Acta Pt. A-Mol. Bio., 58 (2002) 21 85.

78. B. Cafiabate Diaz, C. Cruces Blanco, A. Segura Carretero y A. Fernindez Gutiérrez. “Simple
determination of propranolol in pharmaceutical preparations by heavy atom induced room temperature
phosphorescence”. J. Pharm. Biomed. Anal., 30 (2002) 987.
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b e Seleccion de la fase sensora: tipo y tamaifio de resina

La fase sensora es un elemento imprescindible en el disefio de un sensor de flujo ya
que afecta a la selectividad, reproducibilidad y precisién del método analitico que se
establezca. Por ello, se llevé a cabo un estudio pormenorizado y detallado sobre la eleccién

de dicha fase sensora. Para ello se probaron once tipos de resinas:

a) No ionicas: Amberlita XAD 2, Amberlita XAD 4, Amberlita XAD 7, Gel de
Silica Davisil y Gel de Silica Merck.

b) Anibnicas: Dowex 1x2, Dowex 1x4 y Dowex 1x8.

c) Catibnicas: Dowex 50wx2, Dowex 50wx4 y Dowex 50wx8.

Debido a que el pK, del propranolol es del orden de 11, la eleccién de la fase
sensora se llevé a cabo a dos valores de pH por debajo y pot encima de dicho pK, (4 y 12,
respectivamente). Para ello a disoluciones portadoras y disoluciones de 150 ng/mL de
propranolol, se les ajust6 el pH a los valores mencionados anteriormente con HCl o NaOH
y se registr la diferencia entre la sefial analitica y el ruido de fondo a una longitud de onda
de excitacién y emision de 300/338 nm respectivamente, rendijas de 4 nm tanto para la

excitacion como para la emisién, voltaje a 600 V y a una resolucién de 5 s ( véase Figura

I11-3).
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Dowex 1x2
Dowex 1x4
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Figura I11-3. Respuesta del optosensor con las diferentes fases sensoras
estudiadas a® pH 4y B pH 12. [propranolol]=150 ng/mL. 1 e 300/338
nm, voltaje del detector 600 V, rendijas 4/4 nm.
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Tras la seleccién del tipo de tesina, se llevé a cabo el estudio del tamaio de
particula mas apropiado de la misma para obtener buenas caracteristicas analiticas. Para
ello, la resina seleccionada se tritur6 en un mortero de 4gata y se tamiz6, obteniendo tres
tamafios: entre 80 y 120, 120 y 160 pm y 160 y 200 um. Tamafios inferiores a 80 um no se
probaron ya que favorecen la aparicion de sobrepresiones en el sistema de flujo. Los

resultados alcanzados se muestran en la Figura I11-4.

1.6

11.

80-120 120-160 >160

o -
@ A8
I I

Respuesta del optosensor
=
>
|

Tamafio (um)
Figura 111-4. Efecto del tamafio de particula de la Amberlita XAD7 en Ia
respuesta del optosensor. [propranolol]=150 ng/mL y pH=4 fijado con
HCIL A 300/338 nm, voltaje del detector 600 V, rendijas 4/4 nm.

exc/em

Como se observa en la figura anterior, la mayor diferencia entre la sefial y el ruido
se obtiene con un tamafio de particula entre 80 y 120 pm, observindose diferencias
significativas con respecto a los otros tamafios de patticula ensayados. Por lo tanto, la fase
sensora seleccionada para la obtencién del optosensor de propranolol ha sido Ambetlita

XAD 7 con un tamafio de particula entre 80 y 120 um.

)/\/\/\/\A/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/vm/\/\/ NANANNANNANNANNANNN D

§Fase sensora: Ambetlita XAD 7 particulada a 80-120 um. g

NN NANANAAAANANAAANANAANNANAANANANANANNS

23 Espectros en fase s6lida

En el desarrollo de optosensores selectivos es necesario conocer las caracteristicas

espectroscopicas del analito soportado sobre la fase sensora seleccionada.
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Para ello, una suspension de la resina elegida en una disolucién de 150 ng/ml. de

propranolol a pH 4 fue empaquetada en una cubeta de flujo convencional y se registraron

los espectros de emisi6én y excitacién, obteniéndose las caracteristicas espectroscopicas del

propranolol soportado en la fase sensora. Posteriormente, una suspensién de la resina

seleccionada a pH 4 fue empaquetada en una cubeta de flujo convencional y se volvieron a

registrar los espectros de excitacion y emisién fluorescente a las longitudes de onda del

propranolol, obteniendo las caracteristicas espectroscopicas de la resina a los maximos de

excitacién y emisién del analito en estudio (véase Figura IT1-5 a y b).

IR.F.

IR.F.

3 -
2 .Y
k @
1
0 T T T =]
250 270 290 310 330 350 370 390
Longitud de onda (nm)
3 -
5 4
(®)
1
0 ; T T T - &
250 270 290 310 330 350 370 390
Longitud de onda (nm)

Figura I11-5. Espectros de excitacion y emision de a) propranolol soportado en
Amberlita XAD 7 y b) Amberlita XAD 7a 1_,, _em d€l propranolol. [propranolol]=150
ng/mL, pH=4 (fijado con HCJ). Voltaje del detector 600 V, rendijas 4/4 nm.

En esta figura se observa que el propranolol se retiene ya que hay un aumento de la

emision fluorescente de la fase sensora. Para determinar cuales son las longitudes de onda
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més apropiadas para la medida de fluotescencia se procedi6 a la eliminacion mediante una

substraccion de la contribucién de la fase sensora en los espectros obtenidos cuando en

propranolol estaba fijado. El resultado obtenido se muestra en la Figura III-6.
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Respuesta del optosensor
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250 270 290 310 330 350 370 390

Longitud de onda (nm)
Figura I11-6. Diferencia entre los espectros de excitacion y emision

del propranolol soportado en Amberlita XAD 7 y esta fase sensora
a los maximos del analito.

Se puede observar que las longitudes de onda de excitacién y emision para el

propranolol soportado en la fase sensora son 300 y 338 nm respectivamente, siendo

similares a las longitudes de onda del propranolol en disolucién.

24

Para el resto del trabajo experimental, las longitudes de onda elegidas han sido:

NAANANANS \/<

g /
%x =300/338 nm§

ANANANAANANANANAANANANANANA

exc/em

Diseifio del sistema de flujo

Para desarrollar un optosensor es necesario acoplar la fase sensora a un sistema de

analisis por inyeccién en flujo (FIA). El sistema FIA propuesto, si bien ha sido desctito en

la introduccién y en la parte experimental, presenta una setie de particularidades propias del

sistema en estudio. Concretamente consta de ( véase Figura II1-7):
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® Un sistema de propulsion consistente en una bomba petistltica que

arrastra a una disolucioén portadora.

® Un sistema de inyecciéon de muestra (valvula A), que consta de una valvula

de inyeccién y un bucle de volumen conocido.

® Un sistema de regeneracién que consta de una valvula (vilvula B) y un

bucle de inyeccién.

® Una zona de medida, que al tratarse de un optosensor convencional es una

cubeta de flujo convencional en la que se empaqueta la fase sensora

seleccionada (Amberlita XAD 7) y colocada en el paso 6ptico del

espectrofluotimetro.

Detector fluorescente

Disolucién ey i

Muestra B

Desecho

portadora 1 0

A Regenerador

Bomba peristaltica

P

Fase sensora

Figura III-7. Sistema de flujo utilizado.

2.5 Eleccion de la disolucion tegenerante

La interaccién entre el propranolol y la fase sensora

es irreversible en las

condiciones de trabajo anteriormente mencionadas y, por tanto, es necesario el uso de una

disoluci6n regenerante que permita reutilizar el optosensor.
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Como se ha demostrado anteriormente en la eleccién de la fase sensora, cuanto
mayor es el pH del medio menor es la interaccién entre el propranolol y la Ambetlita XAD
7, por lo que cabtia esperar buenos resultados en el uso de bases fuertes como disolucion

regenetante.

Por ello, se ensayé6 NaOH a diferentes concentraciones (0.05, 0.1, 0.5, 1.0 y 8.0 M)
observando una disminucién en la emisién fluorescente mientras el bolo de disolucién
regenerante (NaOH) atravesaba la fase sensora recuperindose después la misma sefial, lo
que significaba que la emisién fluorescente se veia influida por el pH pero el propranolol

no se eluia de la fase sensora.

Al no conseguir resultados positivos usando bases fuertes, se ensayaron icidos
fuertes a altas concentraciones (HCl 6M, HNO, 6M y H,SO, 6M) observandose, en todos
los casos, una disminucién de la sefial fluorescente que recupetaba su sefial una vez que el
bolo de 4cido habia atravesado la fase sensora, lo que indicaba, al igual que el caso del uso

de bases fuertes, que el propranolol no se habia eluido de la resina.

Por ltimo, se estudié el efecto de diferentes disolventes organicos miscibles con
agua (metanol, acetonitrilo, dimetilformamida, etanol y acetona) sobte el propranolol
retenido en la fase sensora, observandose que, en todos los casos, un cambio brusco de la

constante dieléctrica produce una buena regeneracién del sistema (véase Figura I11-8).

Para elegir la disolucién regenerante adecuada se tuvo en cuenta la repetibilidad del
sistema. Para ello se llevaron a cabo 3 réplicas para cada uno de los regeneradores,
inyectando 2 ml. de una disolucién de 150 ng/mL de propranolol a pH 4. Como se puede
observar en la Figura ITI-8, el disolvente otginico que proporciona una mayor repetibilidad
de la sefial fluorescente es el acetonitrilo y, por tanto, fue seleccionado como agente

regenerante.

Ademis, se llevé a cabo un estudio del porcentaje minimo de acetonitrilo que era
necesatio utilizar en la disolucién regenerante, comprobando que, en porcentajes inferiores
al 80% v/v de acetronitrilo-agua, no se regeneraba eficientemente el sistema (véase Figura
IT1-9). Por ello, se usé una disolucién de acetonitrilo en agua al 80% v/v como disolucion

regenerante en el resto del trabajo experimental.

%\/\ N S e T A s /\/\/;
m Acetonitrilo/H,0 80% v /v%
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Figura II1-8. Regeneracion de Ia fase sensora con disolventes orgdnicos
(metanol, aceronitrilo, dimetilformamida, etanol y acetona).
[Propranolol]=150 ng/mL. pH 4 fijado con HCI. Aexc/em 300/338 nm,
voltaje del detector 600 V, rendijas 4/4 nm, resolucion 5 s. Velocidad de
flujo 1.5 mL/min, volumen de muestra inyectado 2 mL.
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Figura I11-9. Porcentaje de acetonitrilo en Ia disolucién regeneradora.
[Propranolol]=150 ng/mL. pH=4 fijado con HCI. ___ Jem 300/338 nm,
voltaje del detector 600 V, rendijas 4/4 nm, resolucion 5 s. Velocidad de
flujo 1.5 mL/min, volumen de muestra inyectado 2 mL.

En todos los casos de us6 un volumen de disolucién regenerante de 250 pl.
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2.6  Optimizacién de los parametros instrumentales

Seleccionada la fase sensora, las longitudes de onda de trabajo y la disolucion
regenerante, se procedi6 a continuacién a estudiar los parametros instrumentales del equipo
de medida con objeto de mejorar la diferencia sefial-ruido y por tanto, las caractetisticas
analiticas del optosensor propuesto. Los patimetros instrumentales optimizados han sido:
voltaje aplicado al detector, rendijas de los monocromadotes de excitacién y emision y la

resolucién de las medidas del instrumento.
2.6.1 Voltaje del detector

El primer parimetro instrumental estudiado fue el voltaje que se aplica al
fotomultiplicadot. Este parametro afecta tanto a la sensibilidad de la sefal analitica como a

la repetibilidad de la misma.

Para optimizar este parimetro se inyecté una muestra de 150 ng/mL de
propranolol a pH 4 fijado con HCl, obteniéndose el fiagrama conforme se vatiaba el voltaje
del detector realizando, en todos los casos, 3 réplicas a las condiciones instrumentales:

A

flujo 1.5 mL/min y volumen de muestra inyectado 2 ml. Los resultados obtenidos se

300/338 nm; rendijas de excitacién y emision de 4 nm; resolucion 5 s; velocidad de

exc/em

muestran en las Figura III-10.
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Figura I11-10. Influencia del voltaje del detector en Ia respuesta del
optosensot. [Propranolol]=150 ng/mL.
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Como se observa en esta figura, un aumento del voltaje del detector provoca un
aumento de la respuesta del optosensor. Ademas, provoca un aumento del error de la
medida, aunque este error no es en ningdn caso lo suficientemente elevado como para
tenetlo en cuenta a la hora de seleccionar el voltaje 6ptimo. Por tanto, y buscando la mayor
diferencia entre la sefial analitica y el ruido, se seleccioné un voltaje de 600 V para el resto
de trabajo experimental. Voltajes superiores a 650 V no se pueden usar ya que el detector

se satura.

A%
|+

Voltaje del detector: 600 V.

2\/\/\/\/ NANANNANNS

2.6.2 Ancho de rendija

La apertura de las rendijas de excitacion influye sobre la cantidad de luz que incide
sobre el analito soportado en la fase sensora y por tanto, sobre la intensidad de emisién de
este. La apertura de la rendija de emisién influye sobre la cantidad de luz que llega al
detector. Los valores de ambas rendijas en el equipo instrumental utilizado pueden adquirir

valotes comprendidos entre 0.5 y 16 nm, tanto para la excitacién como para la emision.

Para estudiar el efecto de la anchura de las rendijas sobre la sefial analitica se inyect6
en el sistema de flujo una muestra de 150 ng/mL de propranolol a pH 4 y se fijaron el resto
de los parametros instrumentales a los valores 6ptimos ya establecidos variando la anchura
de las rendijas y barriendo todas las posibilidades. Se realizaron tres réplicas para cada una

de las anchuras de rendija ensayadas y el estudio se encuentra reflejado en la Figura IT1-11.

Como se observa en la figura, un aumento de la anchura de las rendijas provoca una
aumento de la respuesta del optosensot, obteniéndose la mayor diferencia cuando la
anchura de las rendijas es de 4 nm, tanto para la excitacién como para la emisién. Aperturas
de rendija mayores a las seleccionadas no se pueden estudiar ya que saturan la respuesta del

detector.

NAANANANANS

Ancho de rendijas: 4/4 nm;
b

NANAAANAANANAANANNANANANANANANANANNA
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Respuesta del optosensor
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Figura III-11. Influencia del ancho de rendija en Ia respuesta del optosensor.
[Propranolol]=150 ng/mL. pH=4 fijado con HCI. 1, ,,,, 300/338 nm, voltaje del
detector 600 V, resolucion 5 s. Velocidad de flujo 1.5 mL/min, volumen de
muestra inyectado 2 mL.

2.6.3 Resolucion

La resolucién es el tiempo que transcurre entre las medidas realizadas por el
instrumento y afecta a la forma y definicién de los fiagramas y a la repetibilidad de la
respuesta del optosensor. Para ver la influencia de la resolucién sobre estos parametros se
inyect6 en el sistema una muestra de 150 ng/mL de propranolol a pH 4 y se fijaron los
parametros instrumentales a las condiciones 6ptimas establecidas variando la resolucion del

equipo. El estudio se encuentra reflejado en la Figura III-12.

Como se observa en la figura, la resolucion afecta muy levemente a la respuesta del
optosensor, pero si afecta considerablemente al error de las medidas, por lo que para tener
un nimero significativo de puntos en la medida de cada muestra analizada y definir
adecuadamente los picos de los fiagramas y asi tener un error adecuado, se fij6 una

resolucion de 5 s.

VA YAVAVAVAVEVAVAVAVAVAVAYAYY

2

% Resolucion: 5 s ;

NAANANANNANNANNNAN
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Figura I11-12. Influencia de Ia resolucion del equipo en Ia respuesta del
optosensor. [Propranolol]=150 ng/mL. pH=4 fjjado con HCI. A__ Jem
300/338 nm, voltaje del detector 600 V, rendijas 4/4 nm. Velocidad de flujo
1.5 mL/min, volumen de muestra inyectado 2 mL.

2.7 Optimizacion de las variables experimentales

Establecidos los parametros insttumentales, se procedi6 a estudiar la influencia de
las variables experimentales para establecer los valores éptimos de las variables quimicas
que afectan al optosensor propuesto. Las variables estudiadas han sido: pH y tipo y

concentracidon de disolucion reguladora.

2.7.1 Influencia del pH

El pH afecta tanto a la fluorescencia intrinseca del propranolol, ya que tiene grupos

protonizables, como a la interaccién de éste con la fase sensora.

Para llevar a cabo este estudio, se prepararon una serie de disoluciones portadoras y
de muestras de 150 ng/mL de propranolol, con pHs comprendidos entre 2.0 y 13.0
ajustados con HCl o NaOH. Se realizaron 3 réplicas para cada muestra medida y los

resultados obtenidos se muestran en la Figura I11-13.
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Figura I11-13. Influencia del pH en Ia respuesta del optosensor. [Propranolol]=150
ng/mL. A, .. 300/338 nm, voltaje del detector 600V, rendijas 4/4 nm, resolucion 5
s. Velocidad de flujo 1.5 mL/min, volumen de muestra inyectado 2 mL.

Se obsetva en dicha figura que la mejor diferencia sefial-ruido se obtiene en el

intervalo de pHs comprendido entte 5.5 y 6.5, seleccionando 6 como pH de trabajo.

NNWAANANANS

%pH: 60§
P

NN

2.7.2 Tipo y concentracion de disolucion reguladora

Es necesario elegir una disolucion reguladora que fije el pH y la fuerza i6nica del
medio. Por ello, se estudi6 el efecto que producian sobre la diferencia sefial-ruido el uso de
diferentes disoluciones teguladoras disponibles al pH de trabajo. Las disoluciones

ensayadas fueron: ftalato 4cido de potasio/HCly H,PO,// HPO Ny

Para llevar a cabo este estudio, se prepararon disoluciones portadoras y muestras de
150 ng/mL de propranolol a pH 6 a una concentracién de 5 mM de cada una de las
disoluciones reguladoras estudiadas, y se registré la variacién de la respuesta del optosensor
y del error de las medidas a las condiciones instrumentales 6ptimas. Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura I11-14.
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Figura I11-14. Efecto del tipo de disolucion reguladora en Ia respuesta del
optosensor. [Propranolol]=150 ng/mL. pH=6. HCI. 4, _,. . 300/338 nm,
voltaje del detector 600 V, rendijas 4/4 nm, resolucion 5 s. Velocidad de flujo
1.5 mL/min, volumen de muestra inyectado 2 mL.

En esta figura se observa que la respuesta del optosensot es mayor cuando se usa
como disolucién reguladora H,PO, / HPO,, por lo que se seleccioné ésta para el resto de

trabajo experimental.
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Una vez seleccionado el tipo de disolucién reguladora, es necesatio fijar la
concentraciéon 6ptima para que la fuerza idnica de la disolucién portadora y las muestras

sea la misma.

Fueron ensayadas diferentes concentraciones de disolucién reguladora de H,PO, /
HPO,” de pH 6.0 adicionadas al portador y las muestras, simultineamente, registrando tres
téplicas para cada una de las concentraciones estudiadas. Los resultados alcanzados se

muestran en la Figura I11-15.
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Figura I11-15. Influencia de Ia concentracion de disolucion reguladora en Ia
respuesta del optosensor. [Propranolol]=150 ng/mlL, disolucion reguladora
empleada H,PO;/ HPO}/ a pH 6. Aexc/em 300/338 nm, voltaje del detector

600 V, rendijas 4/4 nm, resolucion 5 s. Velocidad de flujo 1.5 mL/min, 3
Inyecciones de muestra de volumen 2 mL.

Como se puede observar en esta figura, la concentracién de la disolucién reguladora
afecta a la respuesta del optosensor y a la repetibilidad de las medidas, de modo que un
aumento de la fuerza iénica del portador y las muestras disminuye la respuesta del
optosensor pero también disminuye el error en las medidas. Se seleccioné una
concentracién de disolucién reguladora de 5 mM pues tenemos una elevada diferencia

sefial-ruido y un error adecuado.

CONAANNANANANANANAS

<
[H,PO, / HPO,?]: 5 mM
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2.8 Optimizacion de las variables de flujo

Estudiados los parametros instrumentales y vatiables experimentales, se procedi6 al
estudio de las variables que afectan al sistema de flujo. Concretamente, las variables mas

importantes son: velocidad de flujo y volumen de inyeccion de muestra.



Capitulo 111

2.8.1 Efecto de Ia velocidad de flujo

Para que tenga lugar la emisiéon fluorescente del propranolol en fase solida, es
necesario que el analito que pasa a través de la resina quede retenido durante un tiempo.
Este proceso, al ser de naturaleza cinética, esta determinado por la velocidad a la que pasa
el portador arrastrando al analito, afectando a la respuesta final del optosensor. Ademas

légicamente también influye sobre el tiempo de respuesta del mismo.

Para evaluar dicha influencia se vari6 la velocidad de flujo del portador, en las
condiciones Optimas anteriormente fijadas, realizando sucesivas inyecciones de una
disolucion de 150 ng/mL de propranolol registrindose la respuesta y el tiempo de

respuesta para cada flujo. Los resultados obtenidos se pueden visualizar en la Figura III-16.
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Figura I11-16. Influencia de Ia velocidad de flujo en Ia respuesta y el tiempo de
respuesta del optosensor (® tiempo de respuesta). [Propranolol]=150 ng/mL.
[HPO;/ HPO} apH 6] 5mM. 1, 300/338 nm, voltaje del detector 600V,

xc/em
rendijas 4/4 nm, resolucion 5 s. Volumen de muestra inyectado 2 mL.
Como se observa en la figura antetior, a velocidades de flujo pequefias se consigue
una mayor sefial analitica a costa de mayores tiempos de respuesta y viceversa. Por tanto, se
adopt6 una solucién de compromiso entre una sefial analitica Gtil y un tiempo de respuesta

favorable, eligiendo como velocidad de flujo 6ptima la de 1.5 mL/min.

> NN AA/\//\
%Velocidad de flujo: 1.5 mL/ min%
S
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2.8.2 Influencia del volumen de inyeccion de muestra

El volumen de inyeccién de muestra afecta a la respuesta del optosensor y al
tiempo de trespuesta. Para investigar dicha influencia, en las condiciones 6ptimas
establecidas, se vari6 el volumen del bucle de la valvula de inyeccion del analito (valvula A)
y se hicieron sucesivas inyecciones de una disolucién de 150 ng/ml. de propranolol,
registrindose la respuesta y el tiempo de respuesta del optosensor para cada volumen

myectado (véase Figura ITI-17).
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Figura I1I-17. Efecto del volumen de inyeccion de muestra en Ia respuesta y el
tiempo de respuesta del optosensor (® tiempo de respuesta). [Propranolol]=150
ng/mL. [H,PO;/ HPO} a pH 6 ] 5 mM. Aexc/em 300/338 nm, voltaje del
detector 600 V, rendijas 4/4 nm, resolucién 5 s. Velocidad de flujo 1.5 mL/min.

Como se puede observar, un aumento del volumen de inyeccion de muestra
provoca un aumento considerable de la sefial analitica aunque también provoca un
aumento del error del optosensor y, ademis, un aumento del volumen lleva implicito un
aumento del tiempo de respuesta. Por tanto, se seleccion6 un volumen de inyeccion de
muestra de 2 ml, pues se obtiene una buena diferencia sefial-ruido con un tiempo de

respuesta y un error del optosensor adecuado.
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2.9  Efecto de la temperatura

La emision fluorescente, como todos las fendmenos luminiscentes, se ve afectada
por cambios en la temperatura. Ademis, la temperatura también puede afectar a la
interaccion entre el analito y la fase sensora. Por ello, se realizé un estudio de la influencia

de la misma sobre la respuesta del optosensor de propranolol propuesto.

Para ello, se prepard una disolucién portadora y una muestra de 150 ng/mL de
propranolol en las condiciones experimentales Optimas anteriormente comentadas ([H,PO,
/HPO, a pH 6]=5 mM) y se registr6 la sefial fluorescente en las condiciones

instrumentales 6ptimas (A, =300/338 nm, voltaje del detector 600 V, rendijas 4/4 nm,

exc/em

resolucion 5 s) mientras el sistema circulaba con una velocidad de flujo de 1.5 mL/min

inyectando 3 réplicas de 2 mL de muestra para cada una de las temperaturas estudiadas.
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Figura I11-18. Influencia de la temperatura en el optosensor de propranolol
Como se observa en la Figura III-18, el optosensor de propranolol propuesto no se

ve influenciado, en gran medida, por la temperatura, por lo que pata su utilizacién no es

necesario termostatizar el compartimento de muestra del espectroluminémetro.



0000 000000000000 0000020C00FCFOCFONINNPNOINOIOPOIOPOUOPOUIPIVYPYIVFIPIFUIIVIFIVFTIVFFVFIFIPFIFVFIIFIYIY

Optosensor de propranolo!

3 Caracteristicas analiticas del método

Una vez seleccionada la fase sensora y la disolucién regeneradora, optimizados los
patametros instrumentales y variables expetimentales y FIA, se procedi6 al establecimiento
del método analitico. En este apartado se establecen el procedimiento operatorio, la recta
de calibrado y los parimetros de fiabilidad, cuyo estudio se llevé a cabo mediante el

protocolo del modelo de regresi6n lineal de Ia IUPAC y el propuesto por Cuadros y col. Z.
3.1  Procedimiento operatorio

La fase sensora seleccionada (Ambetlita XAD 7 particulada a 80-120 pum) se
empaqueté en la cubeta de flujo convencional. Se preparé una disolucion portadora
diluyendo disolucién reguladora de H,PO,/ HPO,” a pH 6 con agua bidestilada hasta una
concentracién de 5 mM y varias disoluciones de concentraciones crecientes de propranolol
en las condiciones experimentales 6ptimas (disolucién reguladora de H,PO, / HPO,* a pH
6 en una concentraciéon de 5 mM). Se ajust6 la velocidad de flujo de la bomba peristaltica a
1.5 mL/min y se acondicioné la fase sensora dejando pasar la disolucién portadora durante
5 min. Se fijaron las condiciones instrumentales en el equipo: A/, =300/338 nm, voltaje
del detector 600 V, rendijas 4/4 nm y resolucién 5 s y se registr6 la sefial analitica para cada
una de las disoluciones de propranolol preparadas regenerando la fase sensora con 250 pL.

de acetonitrilo/H,O 80% v/v después de cada inyeccion de muestra.
3.2 Recta de calibrado

Se estableci6 la recta de calibrado para el método propuesto variando la

concentracién de propranolol, realizando tres réplicas para cada nivel de concentracion.

En la Tabla ITI-1 se muestran los datos obtenidos y en la Figura III-19 se muestra la

influencia de la concentracién de propranolol sobre la respuesta del optosensor.

79. L. Cuadros Rodriguez, AM. Garcia Campafia, C. Jiménez Linares y M. Roman Ceba. “Estimation of
performance characteristics of an analytical method using the data set of the calibrations experiment”.
Anal. Lett., 26 (1993) 1243.
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Tabla III-1. Réplicas obtenidas del calibrado

Concentraciéon (ng/mL) Respuesta del optosensor
50 0.602 0.538 0.514
100 0.935 0.930 0.978
150 1.520 1.540 1.552
200 2.024 1.928 1.924
250 2.323 2.363 2.377
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Figura I11-19. Curva de calibrado del optosensor de propranolol.

33 Parametros de fiabilidad

Para calcular el limite de deteccién (I.D.) y el limite de cuantificacién (L.C.) segin
el criterio IUPAC, se calcul6 la desviacion estandar de un blanco (s,), para ello se registt6 la
desviacion estandar de la linea base del optosensot y a partir de ella se calcul el L.D. y el
L.C. La Tabla III-2 muestra los resultados obtenidos.

Tabla III-2. Parametros de fiabilidad obtenidos pot el método IUPAC

Parametros Valor estimado
So 0.0040
Limite de deteccién (ng/mL) 1.3
Limite de cuantificacion (ng/mL) 4.3
Rango dinamico lineal (ng/mL) 1.3-250.0
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Los parametros de fiabilidad segin el método propuesto por Cuadros y o/ han sido
establecidos mediante el método de regresién lineal a partir del conjunto de datos de la

experiencia del calibrado.

La sensibilidad analitica, asi como la linealidad se establecen mediante el uso de los

datos detivados del calibrados, reflejados en la Tabla III-3.

Tabla III-3. Datos estadisticos de la recta

Datos estadisticos Valor estimado

Ordenada en el origen (a) 0.0834
Desviacion estandar (s,) 0.0347
Desviacion estandar relativa (D.E.R.(a))(%) 41.5

Pendiente (b) 0.0092
Desviacion estandar (s,) 0.0002
Desviacion estandar relativa (D.E.R.(b))(%) 2.3

Desviacion estandar de regresion (sg ) 0.0572
Coeficiente de correlacion (r) 0.9967
Coeficiente de determinacion () (%) 99.34

Para la obtencién de los limites de deteccién y cuantificacion y de la precision del
método, son necesarios los datos relativos a la desviacion estandar (s) de los patrones
empleados para el establecimiento de la recta de calibrado. Los datos de dichas

desviaciones se muestran en la Tabla I11-4.

Tabla III-4. Desviaciones estandares

Concentraciones (ng/mL) s
50 4.5
100 41
150 3.9
200 4.1
250 4.5

!
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La estimacion de los parametros caractetisticos del método se ven reflejados en la

Tabla III-5.

Tabla III-5. Parametros de fiabilidad

Parametros Valor estimado
Linealidad (1-D.E.R.(b)) (%) 977
Sensibilidad analitica (ng/mL) 6.2
Limite de deteccion aproximado (ng/mL) 17.9
Limite de cuantificacion aproximado(ng/mL) 59.7
Rango dinamico lineal (ng/mL) 17.9-250
50 ng/mL 8.9
100 ng/mL 4.4
Precision (D.E.R.) (%) 150 ng/mL 2.5
200 ng/mL 2.0
250 ng/mL 1.8

4 Aplicaciones del método propuesto

El propranolol es un principio activo presente en algunos medicamentos destinados

al control de la hipertensién arterial, tratamiento de la ansiedad, etc., por lo que el método
p > » P q

propuesto se ha aplicado a la determinacién de propranolol en un preparado farmacéutico,

Sumial 10.

Debido a que el propranolol esta considerado pot el Consejo Supetior de Deportes
como agente dopante se ha llevado a cabo también su determinacién en otina con el fin de
poder aportar un optosensor para el control de propranolol en los laboratorios de control

del dopaje.
4.1 Determinaciéon de propranolol en pteparados farmacéuticos

El Sumial 10 es un farmaco que pertenece a los laboratorios Zeneca Farma S.A., se

presenta en un envase de 50 comprimidos. La composicién especificada por el fabricante
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por comprimido es: clorhidrato de propranolol (D.C.1.) 10 mg y excipientes como: lactosa,

carmin, gelatina y estearato magnésico.
4.1.1 Estudios de recuperacion

Para comprobar la exactitud del método propuesto se ha realizado un estudio de
recuperacién. Dicho estudio se llevé a cabo para una concentracion de propranolol de 200

ng/ml, valor que esti dentro del intervalo lineal del método propuesto.

El procedimiento opetatorio seguido fue: se tomaron 5 comprimidos y se pesaron
(siendo el peso medio de cada comptimido de 97.2 mg), se tritur6 y homogeneizé y se
tomaron 24.3 mg del polvo del Sumial que se diluyeron a 100 mL con agua bidestilada. Se
tomé la cantidad adecuada de cada disolucién muestra para tener una concentracion de
propranolol de 200 ng/mL y se le afiadi6 la cantidad adecuada de disolucién reguladora de
H,PO, /HPO,” a pH 6 para que tuviese una concentracién de 5 mM y se enras6 con agua
bidestilada.

Se realizaron 7 téplicas llevando a cabo el registro de la intensidad de fluorescencia

a las condiciones instrumentales 6ptimas: A =300/338 nm, voltaje del detector 600 V,

exc/em

rendijas 4/4 nm y resolucién 5 s; con una velocidad de flujo de 1.5 mIL/min e inyectando 2

mlL. de muestra. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla III-6.

Tabla I1I-6. Datos de réplicas en el analisis de propranolol en Sumial 10 mg

sl e i e B T i O Al = e g =TS AR T N e s R S S e o)

Muestra Valor nomin,al declarado Valor enfontrado % Recupetacién
(mg/capsula) (mg/capsula)
1 10 9.8 98.2
2 10 10.0 99.6
7 10 0.7 97.0
4 10 9.9 99.1
5 10 9.7 97.0
6 10 10.1 100.9
7 10 10.0 99.5
Media 10 9.9 98.7
D.E.R. (%) - - 1.5

e e e e e I e TR R B R T e e S e o S I e e S e g e e ey s L L e |
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Se podria concluir de estos resultados que el optosensor propuesto puede usatse de
forma rapida, simple, selectiva y sensible para la determinacién de propranolol en

preparados farmacéuticos.

5 Test de screening para el control de propranolol en muestras de

orina

El propranolol esta incluido en la lista de sustancias y grupos farmacoldgicos
prohibidos y de métodos no reglamentados de dopaje en el depotte, establecida en la

Resolucién de 21 de marzo de 2000 del Consejo Supetior de Depottes. Este compuesto se

encuentra incluido en la seccién I de la lista dentro del grupo 1.1.6 Bloqueantes f-

adrenérgicos.

Estos se consideran tnicamente prohibidos por una Federacion deportiva espafiola
cuando a su juicio se considere que su consumo pueda modificar attificialmente el
rendimiento deportivo de los deportistas o los resultados de la competiciones deporttivas y
cuando su correspondiente Federacién Internacional lo tenga prohibido. Es decir, que la
consideracion de sustancia dopante no depende de su concentracién en orina, sino de la
presencia de éstos en la orina recogida patra el control. Por lo tanto, el Laboratorio de
Control del Dopaje del Consejo Supetior de Deportes Espafiol, laboratotio encargado del
control del dopaje en Espafia, informa a las Federaciones cotrespondientes la presencia de
alguno de estos compuestos (confirmado por GC/MS) y no determina la cantidad en la que
se encuentran, es decir, que sélo llevan a cabo el anilisis cualitativo de los agente dopantes

del Grupo I-6.

Ademas, el propranolol no es una sustancia prohibida en todos los deportes, sino
solo en aquellos en los que, a criterio de dichas Federaciones, influya sobre el rendimiento
deportivo y/o el resultado de la competicién, por ejemplo, es el caso de deportes de

precisiéon como tiro.

Por tanto, como es necesario determinar la presencia de propranolol en la otina, se
ha llevado a cabo el establecimiento de una recta de calibrado de propranolol en presencia
de orina, de modo, que la minima cantidad que nos permite detectar el optosensor
propuesto setia el limite de deteccién obtenido. Ademas, si lo que queremos es determinar
la cantidad de propranolol presente en la otina, podemos hacetlo por encima del limite de

cuantificacion.
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5.1 Procedimiento operatorio

La orina de dos voluntarios de 25 y 26 afios que nunca habfan ingerido ningin
medicamento que contuviese propranolol en su composicion fue recogida en botes de
polietileno esterilizados; lo mismo que la otina de un voluntario de 71 afios que habia
ingerido medio comprimido de Sumial 10, recolectando ésta a las 24 horas de haber
ingerido el firmaco. Todas las muestras fueron inmediatamente centrifugadas a 3700 r.p.m.
durante 15 min y decantadas. Posteriormente fueron congeladas y conservadas a —20 °C
hasta el momento de su anilisis. En todo momento se siguieron las directrices
recomendadas por la Comisién para la Investigacién de los Riesgos para la Salud de los

Compuestos Quimicos en el Area de Trabajo®.
5.2  Recta de calibrado del propranolol en presencia de otina

Para ello, la orina recolectada de uno de los voluntatios que no habia ingerido
propranolol se someti6 al procedimiento operatorio anteriormente indicado y se
prepararon varias disoluciones de concentraciones crecientes de propranolol en las
condiciones expetimentales 6ptimas, se le afiadi6 una cantidad fija de orina, de forma que
la dilucién de la orina fuera 1:10. Se ajustaron las vatiables de flujo y los parametros
instrumentales 6ptimos y se registré la respuesta del optosensor para cada una de las
disoluciones de propranolol en otina preparada. En la Tabla III-7 se muestran los datos
obtenidos y en Figura I11-20 se muestra la influencia de la concentracién de propranolol

sobre la respuesta del optosensor cuando esta presente la orina en una dilucién 1:10.
Tabla ITI-7. Réplicas obtenidas del calibrado en presencia de orina

o L R R T T T e B e e S e e e et e

Concentracion (ng/mL) Respuesta del optosensor
0 -0.180 -0.182 -0.184
25 -0.053 -0.056 -0.062
50 0.064 0.074 0.065
75 0.181 0.183 0.180
100 0.304 0.302 0.298

s e e e S onreat . SO B TR T I S | e S SR U S T e e T e e .

80. J. Angerer y K.H. Schaller. “Analyses of hazardous substances in biological materials”. Vol. 1, VCH,
Weinheim, 1992.
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Figura I11-20. Fiagrama y curva de calibrado del optosensor de propranolol en
presencia de orina.

5.3 Parametros de fiabilidad

Los parametros de calidad del calibrado en presencia de orina se han llevado a cabo
segun el criterio IUPAC y mediante el método de regresién lineal a partir del conjunto de

datos de la experiencia del calibrado.

La Tabla IT1-8 muestra los resultados obtenidos con el calibrado en presencia de

orina segun el método de la ITUPAC.
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Tabla III-8. Parimetros de fiabilidad obtenidos por el método IUPAC en el

calibrado en presencia de orina

Parametros Valor estimado
So 0.0003
Limite de deteccion (ng/mL) 0.2
Limite de cuantificacion (ng/mlL) 0.7
Rango dinamico lineal (ng/mL) 0.2-100.0

R senmemToE e T e s S

La sensibilidad analitica, asi como la linealidad se establecen mediante el uso de los
datos derivados del calibrados, reflejados en la Tabla IT1-9.

Tabla III-9. Datos estadisticos de la recta

Datos estadisticos Valor estimado

Ordenada en el origen (a) -0.1787
Desviacion estandar (s,) 0.0021
Desviacion estandar relativa (D.E.R.(a))(%) -1.2

Pendiente (b) 0.0048
Desviacion estandar (s,) 0.0000
Desviacion estindar relativa (D.E.R.(b))(%) 0.7

Desviacion estindar de regresion (sg ) 0.0046
Coeficiente de correlacion (r) 0.9997
Coeficiente de determinacion (r°) (%) 99.9

= et L B e i e e e R )

Para la obtencién de los limites de deteccién y cuantificacién y de la precision del método
en presencia de orina, son necesatios los datos relativos a la desviacién estandar (s) de los
patrones empleados para el establecimiento de la recta de calibrado. Los datos de dichas

desviaciones se muestran en la Tabla III-10.
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Tabla III-10. Desviaciones estandares

Concentraciones (ng/mL) s
25 0.6
50 0.6
75 0.6
100 0.7

La estimacién de los parametros caracteristicos del método se ven reflejados en la

Tabla III-11.

Tabla ITI-11. Parametros de fiabilidad

Parametros Valor estimado

Linealidad (1-D.E.R.(b)) (%) 99.3
Sensibilidad analitica (ng/mL) 1.0
Limite de deteccion (ng/mL) 21
Limite de cuantificacion (ng/mL) 7.0
Rango dinamico lineal (ng/mL) 2.1-100.0

25 ng/mL 2.5
Precisién (D.E.R.) (%) 50 ng/mL 2

75 ng/mL 0.8

100 ng/mL 0.7

A la vista de los datos obtenidos, se puede decit que el optosensor propuesto para
la determinaciéon de propranolol en orina, se puede usar en el control del dopaje para
detectar el consumo de éste por deportistas, siempre y cuando la concentracién de
propranolol en orina sea superior a 0.2 ng/mL. Si lo que queremos es cuantificar que

cantidad de propranolol que hay en la otina recolectada, la concentracién de éste debe ser

264



Optosensor de propranolo!

supetior a 0.7 ng/mL, por lo que el optosensor propuesto es una potente herramienta para

el analisis cualitativo y cuantitativo de propranolol en orina.
5.4 Selectividad del test de dopaje propuesto

Dado que un optosensor se debe considerar como un dispositivo para solucionar
un problema analitico determinado, el estudio de sustancias que puedan interferir en la
respuesta del optosensor propuesto debetd realizarse en base a los posibles interferentes

que puedan ser encontrados en el medio donde se va a llevar a cabo la determinacion.

La fase sensora seleccionada (Amberlita XAD 7) se usa habitualmente en la
purificacién de proteinas. La proporciéon de proteinas excretadas por un individuo via
urinaria depende de su reabsorcién en los tibulos renales; la albumina representa
aproximadamente el 60% de las proteinas totales excretadas por los humanos via urinaria

debido a que no es completamente eliminada por la filtracién de las células tubulares®’.

Los valores de albtimina en otina pueden fluctuar entre 0 y 80 mg/L. Para evaluar
el efecto de la presencia de proteinas en la orina sobre la respuesta del optosensor
propuesto, tres niveles diferentes de albimina (80, 160 y 800 mg/L) fueron afadidos a una
muestra de ofina que contenia propranolol. La Figura III-21 muestra los tesultados

obtenidos.

T// / j[/ M

LR.F.

\J/

Tiempo (s)

Figura III-21. Respuesta del optosensor propuesto en presencia de
diferentes niveles de albimina en orina. (— 0, — 80, — 160 y — 800
mg/L). Condiciones de medida dptimas.

81. C.A. Burtis, ER. Ashwood. “Tietz Textbook of Clinical Chemistry”. Ed. W.B. Saunders Company.
Philadelphia (1999).
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Como se observa en esta figura, la presencia de elevadas concentraciones de
albumina en orina no interfiere en la deteccién del propranolol y ademss, se demuestra que
la albamina, que interacciona con la fase sensora utilizada, no satura la resina y se regenera

junto con el analito.
5.5  Aplicacion al analisis cualitativo del test propuesto

Para corroborar la potencia del optosensor propuesto en la deteccién de la
presencia de propranolol en otina, se inyectaron en el sistema las tres muestras de otina
recolectadas observindose en la Figura II1-22, como las muestras de orina de los
voluntarios que no habian ingerido propranolol producen una disminucién de la sefial
fluorescente del optosensor manteniendo esta sefial constante mientras que la orina del
voluntario que habfa ingetido media pastilla de Sumial 10 produce una disminucién de la
sefial fluorescente mientras el bolo de muestra atraviesa la fase sensora y luego se produce

un aumento de la sefial debido 2 la retencién del propranolol en la fase sensora.

LR.F.

Tiempo (s)

Figura I11-22. Respuesta del optosensor propuesto a dos muestras de orina

de voluntatios que no habian ingetido propranolol (— y — ) y a Ia muestra

de orina de un voluntario que habia ingerido media pastilla de Sumial 10 al
cabo de 24 horas de su ingestion (—).

Por esto, podemos decir, que el optosensor propuesto puede ser una buena
herramienta para el control de dopaje por propranolol por aquellas Federaciones deportivas
que lo consideren agente dopante y puede ser considerado como un test de screening para

el control del dopaje pot propranolol.
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Desarrollo de un optosensor de fibra
6ptica para la determinacion de
naproxeno y propranolol en muestras
de orina humana
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Optosensor de fibra dptica de naproxeno y propranolol

1 Establecimiento de las condiciones experimentales 6ptimas

Una vez establecidos los optosensores convencionales para la determinacion y
control de napronexo y propranolol en muestras biomédicas, en este capitulo, se pretende

desarrollar un optosensor de fibra Gptica como paso previo al disefio de un optrodo.

Este paso ha consistido en la implementacién de las fases sensoras desarrolladas en
los capitulos II y III, de la presente Memoria, en un dispositivo pottatil de fibra 6ptica,
reoptimizar los parametros y variables que se vean afectados por el cambio instrumental y

evaluar las caracteristicas del nuevo dispositivo desarrollado.
11 Desarrollo instrumental

Para desarrollar un optosensor fluotimétrico de fibra optica, en necesario disponer
de una fuente de excitaciéon, un selector de longitud de onda de excitacién, un
compartimiento de muestra, un selector de longitud de onda de emisién, un sistema de
deteccién y un registrador. Como fuente de excitacién se usé una limpara continua de Xe
de 150 W, los selectores de longitud de onda de excitacién usados fueron filtros de corte
(<340 nm y <310 nm para el NAP y propranolol, respectivamente), como compattimiento
de muestra se usb una celda de flujo disefiada, los selectores de longitud de onda de
emisién usados fueron filtros de corte (>340 nm y >325 nm para el NAP y propranolol,
respectivamente), como sistema de deteccién un fotomultiplicador (R212-09 de Shimadzu)
y para el procesamiento de los datos se us6 una estacién de trabajo de Shimadzu (referencia

RE-5000).

Ademas fue necesario usar fibra 6ptica que transporte la luz de excitacién de la
lampara al compartimiento de muestra y la emisién fluorescente al detector. Para ello, se
disefi6 un haz bifurcado de fibras 6pticas formado por dos ramas de 5 fibras de 1.5 mm de
didmetro, cada una, y constituidas por un nicleo de metacrilato de polimetileno y un
revestimiento de un polimero fluorurado. Estas fibras poseian un nimero de apertura de
0.5, lo que corresponde a un semiangulo de apertura de 30° y tenian una longitud de 1 m.

La Figura IV-1 muestra un esquema de un haz de fibras 6pticas.
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Haz de fibras
bifurcado

Luz de la fuente

de excitacion

Al detector

Figura IV-1. Esquema bisico de un de fibras épticas bifurcado.

Para llevar a cabo las conexiones de las fibras, a las entradas de la fuentes y del
detector, se usaron unos adaptadores disefiados, que consisten basicamente en unos
soportes planos con una rendija por donde se introduce el extremo del haz de fibras y
queda sujeto con una tuerca. Es posible mover la posicién de dicho extremo para optimizar

la senal.

Las Figuras IV-2 y IV-3 muestran un esquema basico del disefio instrumental usado

y de la celda de flujo disefiada, respectivamente.

Lampara de Xe
{ Fibras 6pticas Transductor
@ >k - PMT
Filtro de Filtro de
corte 1 corte 2 -
Visualizacion

Celda de flujo

Figura IV-2. Disefio instrumental utilizado.
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Fibras opticas
bifurcadas

Cristal de cuarzo

Entrada del flujo Desecho

Fase sensora

Figura IV-3. Celda de flujo utilizada.

Como se observa en la Figura IV-2, la luz proveniente de la limpara es enfocada en
un filtro de corte (<340 nm para el NAP y <310 nm para el propranolol, respectivamente)
y éste estad conectado con un haz de fibras épticas, que transporta la luz monocromatica
obtenida a la celda de flujo. La emisién fluorescente se recolecta con otro haz de fibras
cuyo final se fija a otro filtro de corte (>340 nm para el NAP y >325 nm para el

propranolol, respectivamente) y esta luz incide directamente sobre el fotomultiplicador.
1.2 Establecimiento de las condiciones experimentales optimas

Como condiciones experimentales se han mantenido las mismas que se
establecieron para el optosensor convencional de naproxeno y propranolol desatrollados en
los capitulos II y III de la presente Memoria, respectivamente, a excepcion del volumen de

inyeccion de muestra.

La reoptimizacién del volumen de inyeccién de muestra se llevé a cabo pues
cuando se inyectaban volimenes de 2 mL se producia una saturaciéon de la fase sensora y
por tanto, una sobrepresién en el sistema. Para ello, en las condiciones Optimas
establecidas, se varié el volumen del bucle de la valvula de inyeccién del analito (valvula A)
y se hicieron sucesivas inyecciones de una disolucién de 300 ng/ml. de naproxeno y
propranolol, registrindose la respuesta y el tiempo de respuesta del optosensor para cada
volumen inyectado, seleccionindose un volumen de inyeccién de muestra de 1.5 mL en

ambos casos.

En la Tabla IV-1 se resumen todas las condiciones experimentales optimas pata los

optosensores de flujo desarrollados.
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Tabla IV-1. Condiciones experimentales 6ptimas

NAP Propranolol
Fase sensora Amberlita XAD 7 Amberlita XAD 7
Tamafio se resina 80-120 pm 80-120 pm
pH 2.5 6.0
Disolucién reguladora Glicina/HCI H,PO,/HPO/>
[Disolucion reguladora] 15 mM 5 mM
Velocidad de flujo 2.0 mL/min 1.5 mL/min
Volumen de inyeccion de muestra 1.5 mL 1.5 mL
Temperatura de trabajo No afecta No afecta

13 Disefio del sistema de flujo

El sistema de flujo propuesto, si bien ha sido descrito en la introduccién y en la
patte experimental, presenta una setrie de particularidades propias del sistema en estudio.

Concretamente consta de ( véase Figura IV-4):

A B
Muestra
Celda de flujo
Disolucion Regenerador

Portadora

Figura IV-4. Sistema de flujo utilizada.

® Un sistema de propulsiéon consistente en una bomba petistiltica que

arrastra a una disolucién portadora.



Optosensor de fibra dptica de naproxeno y propranolo/

e Un sistema de inyeccion de muestra (valvula A), que consta de una valvula
de inyeccién y un bucle de volumen conocido.

e Un sistema de regeneracién que consta de una valvula (vilvula B) y un
bucle de inyeccion.

e Una zona de medida, que al tratarse de un optosensor de fibra 6ptica es la
celda de flujo especialmente disefiada para este dispositivo, en la que se
empaqueta la fase sensora seleccionada y se conecta con la fibras 6pticas

bifurcadas que transportan la luz de excitaciéon y emision.
14 Eleccion de la disolucion regenerante

Como se ha demostrado en los capitulos anteriores, la interaccién del naproxeno y
el propranolol con la fase sensora es irreversible en las condiciones de trabajo, pot tanto, se

usaba una disolucién de acetonitrilo en agua al 80% v/v como disolucién regenerante.

En este caso, esta disolucién ataca las conexiones de la celda de flujo y a la fibra
6ptica port lo que fue necesatio utilizar un disolvente organico con menor poder disolvente
que el acetonitrilo. Para ello, se ensayaron disoluciones en agua de etanol y metanol para
regenerar eficientemente el sistema, observindose que para el naproxeno, el sistema se
regeneraba eficientemente usando una disolucién de etanol en agua al 85% v/v y para el

propranolol una disolucién de metanol en agua al 90% v/v.

Disolucion regenerante: %
NAP: Etanol/H,0 85% v/v

Propranolol: Metanol/ H,0 90% v/ Vi

NN

LNAANANANANAN
&

<
YRV e

NN

2 Caracteristicas analiticas de los métodos

En este apartado se establecen el procedimiento operatorio, la recta de calibrado y
los parametros de fiabilidad, cuyo estudio se llev6 a cabo mediante el protocolo del modelo

de regresién lineal de la TUPAC y el propuesto por Cuadros y col.'.

1. L. Cuadros Rodtiguez, A.M. Garcia Campaa, C. Jiménez Linares y M. Romén Ceba. “Estimation of
performance characteristics of an analytical method using the data set of the calibrations experiment”.
Anal. Lett., 26 (1993) 1243.
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21 Optosensor de fibra 6ptica para naproxeno
2.1.1 Procedimiento operatorio

La fase sensora seleccionada (Amberlita XAD 7 particulada a 80-120 pum) se
empaqueté en la celda de flujo disefiada y ésta se conecté a la fibra optica bifurcada. Se
prepard una disolucién portadora diluyendo disolucién reguladora de glicina/HCl a pH 2.5
con agua bidestilada hasta una concentracion de 15 mM vy varias disoluciones de
concentraciones crecientes de naproxeno en las condiciones experimentales O6ptimas
(disolucién reguladora de glicina/HCl a pH 2.5 en una concentracién de 15 mM). Se ajustd
la velocidad de flujo de la bomba petistiltica a 2 mL/min y se acondiciono la fase sensora
dejando pasar la disolucién portadora durante 5 min. Se fijaron las condiciones
instrumentales en el equipo: voltaje del detector 500 V y se registr6 la sefial analitica para
cada una de las disoluciones de naproxeno preparadas, regenerando la fase sensora con 250

pL de etanol/H,O al 85% v/v después de cada inyeccién de muestra.

2.1.2 Recta de calibrado

Se estableci6 la recta de calibrado para el método propuesto variando la

concentraciéon de naproxeno, realizando tres réplicas para cada nivel de concentracion.

En la Tabla IV-2 se muestran los datos obtenidos y en la Figura IV-5 se muestra la

influencia de la concentracién de naproxeno sobte la respuesta del optosensor.
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Figura IV-5. Curva de calibrado del optosensor de fibra ptica de naproxeno.
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Tabla IV-2. Réplicas obtenidas del calibrado

Concentracion (ng/mL) Respuesta del optosensor
100 0.29 0.23 0.44
200 1.24 1.15 1.30
300 1.67 1.60 1.73
400 211 2.16 2.30
500 2.90 3.05 2.98

2.1.3 Parametros de fiabilidad

Para calcular el limite de deteccion (L.D.) y el limite de cuantificaciéon (L.C.) segin
el criterio IUPAC, se calcul6 la desviacion estindar de un blanco (5), para ello se registré la
desviacion estandar de la linea base del optosensor y a pattir de ella se calculé el L.D. y el
L.C. La Tabla IV-3 muestra los resultados obtenidos.

Tabla IV-3. Parametros de fiabilidad obtenidos por el método IUPAC

Parametros Valor estimado
So 0.1302
Limite de deteccion (ng/mL) 62.0
Limite de cuantificacién (ng/mL) 206.7
Rango dinamico lineal (ng/mL) 62.0-500.0

Los parametros de fiabilidad segin el método propuesto por Cuadros y col. han sido
establecidos mediante el método de regresion lineal a partir del conjunto de datos de la

experiencia del calibrado.

La sensibilidad analitica, asi como la linealidad se establecen mediante el uso de los
datos derivados del calibrados, reflejados en la Tabla IV-4.
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Tabla IV-4. Datos estadisticos de la recta

Datos estadisticos Valor estimado

Ordenada en el origen (a) -0.2053
Desviacion estandar (s,) 0.0837
Desviacion estandar relativa (D.E.R.(a))(%) -40.77
Pendiente (b) 0.0063
Desviacion estandar (s,) 0.0003
Desviacion estandar relativa (D.E.R.(b))(%) 4.0
Desviacion estandar de regresion (s ) 0.1383
Coeficiente de correlacion (r) 0.9896
Coeficiente de determinacién (1) (%) 97.94

Para la obtencion de los limites de deteccion y cuantificacion y de la precision del
método, son necesarios los datos relativos a la desviacién estandar (s) de los patrones
empleados para el establecimiento de la recta de calibrado. Los datos de dichas

desviaciones se muestran en la Tabla IV-5.

Tabla IV-5. Desviaciones estandares

Concentraciones (ng/mL) s
100 16.4
200 14.2
300 13.9
400 14.3
500 16.2

La estimacién de los pardmetros caractetisticos del método se ven reflejados en la

Tabla IV-6.
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Optosensor de fibra dptica de naproxeno y propranolol

Tabla IV-6. Parametros de fiabilidad

e e e e S e S S

Parametros Valor estimado
Linealidad (1-D.E.R.(b)) (%) 96.0
Sensibilidad analitica (ng/mL) 22.0
Limite de detecciéon aproximado (ng/mL) 75.4
Limite de cuantificacion aproximado(ng/mL) 251.3
Intetvalo dindmico lineal (ng/mL) 22.0-500.0
100 ng/mL 19.6
200 ng/mL 6.2
Precision (D.E.R.) (%) 300 ng/mL 4.7
400 ng/mL 3.8
500 ng/mL 3.2

2.2 Optosensor de fibra 6ptica para propranolol
2.2.1 Procedimiento operatorio

La fase sensora seleccionada (Amberlita XAD 7 particulada a 80-120 pm) se
empaquet6 en la celda de flujo disefiada y ésta se conect6 a la fibra 6ptica bifurcada. Se
prepar6 una disolucién portadora diluyendo disolucién reguladora de H,PO,/ HPO,” a
pH 6 con agua bidestilada hasta una concentracion de 5 mM y varias disoluciones de
concentraciones crecientes de propranolol en las condiciones experimentales Optimas
(disolucién reguladora de H,PO,/ HPO,” a pH 6 en una concentracién de 5 mM). Se
ajust6 la velocidad de flujo de la bomba peristaltica a 1.5 mI./min y se acondicion la fase
sensora dejando pasar la disolucién portadora durante 5 min, se fijaron las condiciones
instrumentales, voltaje del detector 500 V, y se registré la sefial analitica para cada una de
las disoluciones de propranolol preparadas regenerando la fase sensora con 250 pL de

metanol/H,0 90% v/v después de cada inyeccion de muestra.
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2.2.2 Recta de calibrado

Se estableci6 la recta de calibrado para el método propuesto variando la

concentracién de propranolol, realizando tres réplicas para cada nivel de concentracién.

En la Tabla TV-7 se muestran los datos obtenidos y en la Figura IV-6 se muestra la

influencia de la concentracién de propranolol sobre la respuesta del optosensor.

Tabla IV-7. Réplicas obtenidas del calibrado
.

Concentraciéon (ng/mL) Respuesta del optosensor
150 0.33 0.32 0.30
250 0.63 0.71 0.73
300 0.81 0.76 0.71
400 1.16 1.21 1.26
500 1.47 1.50 1.45

Respuesta del optosensor

0.0 ‘ 1 , 1 ;
0 100 200 300 400 500

[Propranolol] (ng/mL)
Figura IV-6. Curva de calibrado del optosensor de fibra optica de propranolol.

2.2.3 Pardmetros de fiabilidad

Para calcular el limite de deteccién (I.D.) y el limite de cuantificacién (I.C)) segin
el criterio IUPAC, se calculé la desviaci6én estandar de un blanco (s)), para ello se registr6 la
desviacién estandar de la linea base del optosensor y a pattir de ella se calculé el L.D. y el
L.C. La Tabla IV-8 muestra los resultados obtenidos.
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Optosensor de fibra dptica de naproxeno_y propranolol

Tabla IV-8. Parametros de fiabilidad obtenidos por el método IUPAC

Parametros Valor estimado
S 0.0805
Limite de deteccion (ng/mlL) 71.0
Limite de cuantificacion (ng/mL) 236.7
Rango dinamico lineal (ng/mL) 71.0-500.0

Los parametros de fiabilidad segiin el método propuesto por Cuadros y ¢o/. han sido
establecidos mediante el método de regresion lineal a partir del conjunto de datos de la

experiencia del calibrado.

La sensibilidad analitica, asi como la linealidad se establecen mediante el uso de los

datos detivados del calibrados, reflejados en la Tabla IV-9.

Tabla IV-9. Datos estadisticos de la recta

= = ... === . =

Datos estadisticos Valor estimado

Ordenada en el origen (a) -0.1825
Desviacion estandar (s,) 0.0416
Desviacion estandar relativa (D.E.R.(2))(%) -22.8
Pendiente (b) 0.0034
Desviacion estandar (s,) 0.0001
Desviacion estandar relativa (D.E.R.(b))(%) 3.6
Desviacion estandar de regresion (sg ) 0.0569
Coeficiente de correlacion (r) 0.9915
Coeficiente de determinacién () (%) 98.3

e e R R R A e R B R e |

Para la obtencién de los limites de deteccién y cuantificacion y de la precisiéon del método,
son necesatios los datos relativos a la desviacién estindar (s) de los patrones empleados
para el establecimiento de la recta de calibrado. Los datos de dichas desviaciones se

muesttan en la Tabla IV-10.
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Tabla IV-10. Desviaciones estindares

Concentraciones (ng/mL) s
150 12.4
250 11.0
300 10.8
400 11.3
500 12.5

La estimaci6én de los parimetros caractetisticos del método se ven reflejados en la

Tabla IV-11.

Tabla IV-11. Parametros de fiabilidad

Parametros Valor estimado
Linealidad (1-D.E.R.(b)) (%) 96.4
Sensibilidad analitica (ng/mL) 170
Limite de deteccion aproximado (ng/mL) 68.4
Limite de cuantificacién aproximado(ng/mL) 228.0
Intervalo dinamico lineal (ng/mL) 68.4-500.0
150 ng/mL 8.3
250 ng/mL 4.2
Precision (D.E.R.) (%) 300 ng/mL 3.9
400 ng/mL 2.7
500 ng/mL 2.5

e e S e e s G e e S S R R
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3 Comparacién entre los optosensores convencionales y los

optosensores de fibra éptica para la determinaciéon de principios

activos farmacologicos

Como se deduce de los datos expetimentales obtenidos en los capitulos II y 111 de
la presente Memoria, las fases sensoras desarrolladas para la determinacién de NAP y
propranolol son facilmente implementables en dispositivos de fibra éptica, como un primer

paso para la obtencién de un optrodo, fin Gltimo que se debe perseguir en el desarrollo de

sensores.

La Tabla IV-12 muestra una comparativa de las caractetisticas analiticas de los

optosensores convencionales y optosensores de fibra 6ptica para la determinacién de

naproxeno y propranolol.

Tabla VI-12. Comparacion de las caracteristicas analiticas de los optosensores

convencionales y de fibra 6ptica para la determinacién de naproxeno y propranolol

D - T
Convencional Fibra 6ptica | Convencional Fibra 6ptica

LD (ng/mlL) 1.5 62.0 1.3 71.0

LC (ng/mL) 5.0 206.7 4.3 236.7

Sensibilidad analitica 6.5 220 6.2 17.0

D.E.R.(%)" 2.8 3.2 2.0 239

Tiempo de respuesta (s) 110 204 80 246

= R
para el punto intermedio de la recta de calibrado

La implemetacion de las fases sensoras desarrolladas en equipos portatiles, basados
en el uso de fibras dpticas, lleva consigo una disminucién de la sensibilidad analitica y por
tanto un aumento del limite de deteccién y cuantificacién. Esto se debe, principalmente, al

uso de fibras 6pticas y de una celda de flujo disefiada en el laboratorio.

Para mejorar las caracteristicas analiticas de los optosensores de fibra 6ptica, se
deberia, en primer lugar, disponer de ayuda de ingenieros electronicos, que mejorasen el
disefio instrumental potenciando la emisién fluorescente y mejorando las conexiones entre

las fibras pticas y los selectores de longitud de onda. Ademais, el disefio de una celda de
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flujo donde se potenciara que la mayor cantidad de luz proveniente de la lampara incidiese
sobre la fase activa y que gran parte de la emision fluorescente llegase al detector, mejoraria

las prestaciones de estos sistemas.

También hay que tener en cuenta, que el uso de disolventes orginicos en la
regeneracién de las fases sensoras atacaban las uniones del sistema de flujo con la celda de
flujo, a la propia celda y a las fibras 6pticas. Por lo que el uso de materiales inertes frente a
estos disolventes y un estudio adecuado de una pelicula protectora de las fibras opticas en
la celda de flujo, mejorarian las caracteristicas analiticas de los optosensores de fibra 6ptica

propuestos.
De todas formas, se demuestra en este capitulo:

1. Que, aunque se disminuya la sensibilidad del los optosensores, éstos pueden ser
usados en los laboratorios de rutina de anilisis clinico o farmacolégico, debido
a que la concentracién en la que se suelen encontrar los firmacos es del nivel de
los pocos mg/L mientras que estos dispositivos presentan limites de deteccion

del orden de los ng/mL.

2. Que los optosensores convencionales sirven, de forma eficiente, para
caracterizar y obtener fases sensoras que, posteriormente, pueden ser
implementadas en dispositivos portitiles y por tanto, son un paso inicial

imprescindible para el desarrollo de sensores.

3. Y que para conseguit la méxima potencialidad analitica de los optosensores de
fibra 6ptica, es necesatia la colaboracién interdepartamental o multidisciplinar

entre los quimicos analiticos y los ingenieros electroénicos.
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Caracterizacion HAPs

1 Generalidades de los hidrocarburos aromaticos policiclicos

11 Estructura moleculat, nomenclatura, historia y propiedades

Los hidrocatburos aromaticos policiclicos (HAPs) son una clase compleja de
compuestos constituidos por tres o mis anillos aromiticos que pueden estar unidos
linealmente, angularmente o bien condensados. En la amplia bibliografia existente acerca
de este tipo de compuestos se utilizan otras denominaciones como la de compuestos aromiticos
polinucleares, compuestos aromdticos policiclicos, materias orgdnicas policiclicas o compuestos orgdnicos
policiclicos, entre otras. En la presente Memotia se ha optado por emplear la mas utilizada en

la actualidad que es la de hidrocarburo aromatico policiclico y como abreviatura HADP.

Los HAPs mias simples son los homociclicos, que sélo contienen carbono e
hidrégeno en su estructura, pero son cientos los HAPs que existen con uno o vatios grupos
sustituyentes tales como alquilo, amino, cloro, ciano, hidroxi, oxi o tio. En otro subgrupo,
se sitan los derivados heterociclicos de los HAPs que contienen uno o vatios

hetero4tomos en su estructura aromatica, tales como nitrgeno, oxigeno o azufre.

Por tanto, en la actualidad, al hablar de HAPs se engloba a un gran nimero de
compuestos, siendo los mas estudiados e interesantes los que fueron seleccionados por la
Agencia de Proteccién Medioambiental Americana (EPA). Estos HAPs son dieciséis y son
los que se han estudiado en la presente Memoria. La Tabla V-1 muestra los HAPs
seleccionados por la EPA ordenados por orden creciente de peso molecular asi como su

estructura, nombre, abreviatura y algunas caracteristicas.

Los HAPs han sido compuestos ampliamente estudiados en los dltimos tiempos
debido a su potencialidad carcinogénica y/o mutagénica. Asi, hace mas de dos siglos, se
observé cancer de piel en los deshollinadores y posteriormente en los trabajadores de
factorfas de alquitran, por lo que el contacto frecuente con el hollin y alquitrin fue
relacionado con la incidencia del cancer de piel. Investigaciones posteriores indicaron que
la actividad cancerigena de estos materiales podia estar relacionada con la presencia de
HAPs en su composicién y ésto fue cotroborado demostrando con animales que los HAPs

eran cancetigenos y/o mutagénicos.
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Capitulo 1/

Tabla V-1. Nombre y propiedades de los HAPs de la EPA

Nomb Estructura Abrevi Peso Punto Actividad
L quimica reviamra olecular fusién (°C) cancerigena
Naftaleno NAPH 1282 81 .
Acenaftileno ©.© ACEN 152.2 92-93 -
Acenafteno ©.© ACE 154.2 95 -
Fluoteno FLU 1662 115-116 .
Fenantreno ©©© PHE 178.2 100 -
Amrageno ANT 178.2 216 ;
Fluotanteno ©'©© FLT 202.3 107 0
Piteno ©©©© PYR 202.3 150 0
Criseno @@CJ © CHRY 228.3 254 +
Benzo(a)antraceno @ ©©© BaA 228.3 156 +
Benzo(k)fluoranteno ©©.©© BkF 252.3 247 -
Benzo(b)fluoranteno @@%@ BbF 252.3 168 ++
Benzo(a)pireno ©©©©© BaP 252.3 179 ++++
Indeno(1,2,3- 00pe
 diplkenc @@ IcdP 276.3 - +
Benzo(g,h,perileno ©©©© BghiP 2763 278 +
‘ O
Dibenzo(a,h)antraceno é@@@ DBahA 2784 266 ot

- sin determinar; 0, inactivo; +, levemente activo; ++, moderadamente activo; +++, muy activo; ++-++,

extremadamente activo.



Caracterizacion HAPs

A pattir de la publicacién de estos resultados, fueron muchos los investigadores que
se sumaron al estudio de los HAPs concluyendo en 1930 con la separacion de
dibenzo[a,h]antraceno como el primer HAP cancerigeno y en 1933 con la separacién del

benzo[a]pireno del alquitrin como uno de los HAPs con mayor actividad cancerigena'.

Asi investigadores de todo el mundo se dieron cuenta de la importancia de analizar,
cualitativa y cuantitativamente, estos compuestos por lo que para conseguir este objetivo se

han llevado a cabo grandes esfuerzos.
1.2 Fuentes de formacién y distribucion de los HAPs en la naturaleza

Los HAPs se forman generalmente durante la combustién incompleta o pir6lisis de
matetia orginica a través de la condensacién de los radicales etilénicos generados en fase
gaseosa, dando lugar a la sintesis de grandes moléculas de HAPs>. Las condiciones mas
favorables para la formacién de HAPs son durante la pirdlisis de materia orginica en un
medio deficiente de aire y en un intervalo de temperaturas entre 650 y 900°C. Sin embargo,
para la aromatizacién de materia otginica no se requiere necesariamente una elevada

temperatura.

Los HAPs pueden formarse por fuentes naturales o antropogénicas, aunque las
tltimas son, con diferencia, las que mas contribuyen a la mayor presencia de este tipo de

compuestos en la naturaleza.

Las fuentes naturales mas relevantes de formacién de HAPs son: volcanes,
incendios forestales, en el proceso de catbonizacién y a través de sintesis vegetales o
bacterianas. Asi, la fraccién de HAPs encontrados en sedimentos jovenes marinos se cree
que fue originada, en su mayor patte, por fuegos en bosques y praderas y que

posteriormente fueron dispersadas por el viento.

Las emisiones, por fuentes antropogénicas, son las mas abundantes en términos de
emisiones globales anuales. Estas fuentes incluyen la pirélisis o combustién incompleta de
combustibles fosiles (carbones, hollin, esquistos, petréleos y derivados) y también por

combustién de basuras y maderas. Ademis de éstas, existen otras fuentes como los

1. T. Vo-Dinh. “Chemical Analysis: Chemical Analysis of Polycyclic Aromatic Compounds”. Wiley, 1989,
New York.

2.  G.M. Badger y R.W.L. Kimber. J. Chem. Soc., 266 (1960).

3. G.M. Badger y J. Novotny. Nature, 198 (1963) 1086.
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Capitulo 1V

derrames de crudos petroliferos o refinados que contienen de forma natural a estos
compuestos y por transformacién del petrdleo y carbén en sus industrias®. Asi, se han
detectado concentraciones de 33 ng/L en aire en algunos puestos de trabajo de baterias de
hornos de coque’. Otras fuentes de contaminacién son los alimentos cocinados a la parrilla,

fritos, asados o ahumados®, asi como el humo del tabaco’.

Debido a las bajas tensiones de vapor que presentan los HAPs, al descender la
temperatura por debajo de 150°C, o bien condensan como microparticulas o son
adsorbidos sobre las particulas existentes en los gases o humos. A temperatura ambiente
los HAPs existen principalmente asociados a particulas en aerosoles y de esta manera
pueden ser aerotransportados a largas distancias por la accién de los vientos. Asi, presentes
en los humos y gases de combustién, los HAPs llegan a la supetficie terrestre a través de la
lluvia, alcanzandose de esta manera las aguas superficiales y subterraneas y, pot ultimo, la
cadena alimenticia. De este modo se explica que los HAPs sean contaminantes que puedan
encontrarse en las partes mas remotas de la Tierra, como pot ejemplo en Barrow, Alaska,
donde la concentracion atmosférica media de 11 HAPs en los meses de marzo y agosto de

1979, fue de 1.2y 0.16 ng/m’, respectivamente.

Por tanto, se puede afirmar que los HAPs pueden encontrarse en casi todas las
partes: en el aire, en la tierra, en el agua y los alimentos y, concretamente, esta Memoria se

ha centrado en el analisis de HAPs en diferentes tipos de aguas.

Los valores de los HAPs en aguas supetficiales se encuentran entre 0.1 y 830 ng/L,,
aunque los valores habituales oscilan entre 2 y 50 ng/L. La concentracién en este tipo de
aguas es mayor que en aguas de bebida o subterrineas, debido a la presencia de sélidos
suspendidos donde se adsorben los HAPs. Las aguas de manantial u otras surgencias son

filtradas de forma natural al pasar por diversos terrenos quedando alli retenidos los HAP:s.

Anialogamente, los procesos de tratamiento (decantacién y filtracién) de las aguas

potables retitan particulas, que se encuentran en suspensién, reduciendo las

4. W. Funk. Merck Spectrum, 2 (1991) 18.

5. Encyclopaedia of Analytical Sciences, Academic Press Limited, 1995, Londres.

6. N. Kazerouni, R. Sinha, C.H. Hsu, A. Greenberg y N. Rothman. “Analysis of 200 food items for
benzo[a]pyrene and estimation of its intake in an epidemiologic study”. Food Chem. Toxicol., 39 (2001)
423.

7. C. Johnson y A. Greenberg. “Extraction and high-performance liquid chromatographic separation of
selected pyrene and benzo[a]pyrene sulfates and glucoronides: preliminary application to the analysis of
smokers’ urine”. J. Chromatogr. B, 728 (1999) 209.
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concentraciones de estos hidrocarburos no rebasandose el valor limite de 200 ng/L (véase

Tabla V-2).

Tabla V-2. Concentraciones habituales de los HAPs en aguas

T Conc-entraci()n Intervalo
media (ng/L)  (ng/L)
Agua supetficial 8.0 0.1-830
Agua de manantial 1.2 0.2-6.9
Agua potable 2.8 0.1-62

Una propiedad directamente relacionada con su insolubilidad en agua, es su elevado
coeficiente octanol/agua. Esto implica que presenta una elevada tendencia a solubilizarse
en matrices organicas, lo que los hace especialmente nocivos para la salud humana, ya que

tienden a preconcentrarse en tejidos y organos.
13 Carcinogénesis de los HAPs

En 1775, Pott constat6é una frecuencia anormal de cancer en deshollinadores, pero
no es hasta principios del s. XX cuando se comprueba que individuos expuestos de manera
continuada a productos detivados del alquitran de hulla tienden a desarrollar afios después

de la exposicion y en porcentajes anormalmente elevados, cancer de piel.

En 1915, Yamaniwa e Ichikawa pusieron de manifiesto que el cancer del alquitran
de hulla es originado por el contacto de la piel con determinados productos quimicos, pues
lograron producir tumores en conejos pot aplicacién prolongada sobre la piel de un
destilado de alquitrin de hulla. Estos trabajos dieron pie a que en 1930, Kennaway y su
Grupo de Investigacién del Royal Cancer Hospital de Londres, demostraran el caracter
carcinogénico del DBahA y que en 1933, se aislara el BaP del alquitrin, demostrandose que
es uno de los HAPs con una mayor actividad carcinogénica. Posteriormente, muchos otros
HAPs fueron sintetizados y establecido su caricter carcinogénico. También se ha
demostrado que todos no tienen la misma actividad cancerigena y no todos han sido

igualmente estudiados (véase Tabla V-1). Ademis, entre los no incluidos en la lista de
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HAPs de la EPA hay muchos de los que se sospecha que son carcinogénicos o

mutagénicos.

Entre los afios 60 y 70, se estudiaron un gran nimero de HAPs homociclicos para
establecer su metabolismo tanto in vitro como in vivo. El conocimiento de las rutas
metabolicas permite desvelar la formacién de enlaces convalentes entre los HAPs, el ADN
y proteinas, previo proceso de exposicion a éstos. Los HAPs, pues, son productos
precarcinogénicos ya que no producen generalmente cincer en el lugar aplicado sino en

tejidos distantes de donde se produce la actividad metabolica.

En la biotransformacién de estos carcindgenos se forman compuestos electréfilos
muy reactivos capaces de interaccionar con el ADN y otras moléculas nucleofilicas®.
Pullman fue el ptimero que asocié la carcinogeneidad con la estructura sefialando que
aquella se relacionaba con la presencia en la molécula de un doble enlace reactivo, situado
en la llamada regién K, sugitiendo que el proceso primario en la induccién del cancer es
una reaccién de adicién de compuestos presentes en el medio celular a la regién K de la

molécula (véase Figura V-1).

Region Bahia

~  Region L
3

r--

: Region M

Figura V-1. Regiones moleculates tipicas del dibenzofa,hjantraceno.

En el caso del BaP y a través de una activacién metabdlica multietapa mediante
enzimas especificas, especialmente el citoctomo P450, se origina el 7,8-epoxido
correspondiente, quién a su vez mediante ep6xido-hidrolasas forma dioles estereoisémeros

que, posteriotmente, se transforman en 7,8-dihidrodiol-9,10-ep6xido (véase Figura V-2).

8. VJ. Meléndez Col6n, C.A. Smith, A. Seidel, A. Luch, K.L. Platt y W.M. Baird. “Formation of stable
adducts and absence of depurating DN A-adducts in cells and DNA treated with the potent carcinogenic
dibenzol[a,l]pyrene or its diol epoxides”. Proceedings of the National Academy of Science of the United
States of America, 94 (1997) 13542.
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Este puede existir en cuatro posibles estereoisometias de las que el producto con mayor
actividad cancerigena es el (+)benzo[a]piteno-7,8-diol-9,10-epoxido. La reaccién entre el
catbono bencilico del epéxido y una posicién nucleofilica del ADN da lugar a la formacion
de aductos. Estos aductos de ADN son los de mayor trascendencia, puesto que se ctee que
estas sustancias provocan reacciones que conducen a la mutacién celular y/o
transformaciones malignas, siendo este un posible mecanismo que explica los efectos

cancerigenos de los HAPs en el cuerpo humano'.

e
NADPH
BaP BaP-7,8-epéxido ‘O‘

HO

OH
/ (-)BPDE (2)
P450’ 02
‘O NADPH
SOOANY

Epéxidohidrolasas

HO
OH . . . HO
(-)BaP-7,8-dihidrodiol OH
0 (+)BPDE (1)
N
< Descomposicion
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HO 0]
‘% OHl.,_“
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Aducto (+)BPDE(1)-deoxiguanosina OH

Electrofilo

Figura V-2. Activacion enzimitica del benzo[a]pireno.

Existe otra teotia (teotia de la regién bahia) que correlaciona carcenogeneidad con
las estructura de esta zona de la molécula y con la facilidad de formacion de iones catbonio

en los epéxidos dioles originados. En cualquier caso, las propiedades catcinogénicas de los

3]
Ne}
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Capitulo V'

HAPs dependen de su estructura; asi, el benzo[a]piteno es muy cancetigeno mientras que

su isomero, el benzo|e]pireno, no lo es.
14 Usos y formulaciones comerciales

Hay pocos usos conocidos para la mayoria de los HAPs, excepto para la
investigacion. Algunos de ellos se usan en medicamentos y para hacer plasticos, tintes y

pesticidas.
1.5 Métodos analiticos

Al considerarse los HAPs como cancetigenos y/o mutagénicos y por actuar a unos
niveles muy bajos de concentracién, hace que su distribucién en los mas variados
ambientes y productos sea objeto de notable atencién por parte tanto de investigadores de
diverso tipo, autoridades sanitarias y, cada vez con mas fuerza, ciudadanos, asociaciones y

grupos poh'ticosg’m.

Generalmente, debido a la complejidad de las muestras a analizar, es necesaria una
separacion previa a la deteccion en la que, las técnicas mis empleadas son la cromatografia
de gases, cromatografia liquida y cromatografia de fluidos supercriticos, aunque en la
actualidad se estan desarrollando muchos métodos electroforéticos para su determinacion.
Los sistemas de deteccién mas cominmente empleados son los métodos fotométricos,

fluorimétricos o la espectrometria de masas.

Concretamente, la cromatografia de gases petrmite la determinacién de sustancias
que sean volatiles y estables térmicamente. Los HAPs son moléculas térmicamente estables
peto su volatilidad va a depender tanto del nimero de 4tomos de catbono como del grado
de condensacion entre ellos. Se puede situar el limite de aplicacién de la técnica en HAPs

J - 11-13
planares con estructuras muy condensadas en un maximo de 24 dtomos de carbono'"™. La

9. N.T. Edwards. “Polycyclic aromatic hydrocarbons in the terrestrial environment. A review”. J.
Environmental Quality, 12 (1983) 427.

10. C.S. Davis, P. Fellin y R. Otson. “A review of sampling method for polyaromatic hydrocarbons in air”.
Int. J. Air Pollution Control Hazardous Waste Management, 37 (1992) 67.

11. S. Lesage. “Characterization of groundwater contaminants using dynamic thermal stripping and
adsorption thermal desorption-GC-MS”. Fresenius J. Anal. Chem., 339 (1991) 516.

12. A. Robbat, T.Y. Liu y M.D. Abrahan. “On-site detection of polycyclic aromatic hydrocarbons in
contaminated soils by thermal-desorption gas-chromatography mass-spectrometry”. Anal. Chem. 64
(1992) 1477.

296



1 0000000000000 OOPPIPIIPIVIPIIPIIUIPUVIIIOPIVIFIVIVFVFIFIVFIIFIPI R

Caracterizacion HAPs

sensibilidad, selectividad y poder de resolucién van a depender del tipo de columna y
detector empleado. Fl detector més cominmente empleado es el de ionizacion de llama'*?,
debido tanto a su precio como a su respuesta universal, pero su uso es limitado en mezclas
complejas, mientras que el empleo de un detector de masas practicamente resuelve toda la

problematica de estos compuestos”’“. Ademais de los sistemas de deteccién anteriormente

13. W.R. Trevelin, L.H. Vidal, M.D. Landgraf, I.C.E. Silva y M.O.O. Rezende. “Optimization of parameters
for the gas-chromatographic determination of polycyclic aromatic hydrocatbons”. Anal. Chim. Acta, 268
(1992) 67.

14. A. Egizabal, O. Zuloaga, N. Echevatrtia, L.A. Fernindez y .M. Madariaga. “Comparison of microwave-
assisted extraction and Shoxhlet extraction for phenols in soil samples using experimental designs”.
Analyst 123 (1998) 1679.

15. M.A. Diez, A. Dominguez, C. Batriocanal, R. Alvarez, C.G. Blanco, M.D. Casal y C.S. Canga. “Gas
chromatography study for the evaluation of suitability of bituminous waste material as an additive for
coke production”. J. Chromatrogr. A, 823 (1998) 527.

16. B. Zielinska, E. Fujita, J. Sagebieal, G. Hashfield, E. Uberna, T. Hayes y F. Keene. “Atizona hazardous
air pollutants monitoring program”. J. Air waste Manage. 48 (1998) 1038.

17. T. Hyotylainen y A. Oikari. “The toxicity and concentrations of PAHs in creosote-contaminated lake
sediment”. Chemosphere, 38 (1999) 1135.

18. D. Djozan y Y. Assadi. “Monitoting of polycyclic aromatic hydrocatbons in water using headspace solid-
phase microextraction and capillary gas chromatography”. Microchem. J., 63 (1999) 276.

19. T. Hyotylainen y A. Oikari. “Assessment of toxicity hazards of dredged lake sediment contaminated by
creosote”. Sci. Total Environ., 294 (1999) 97.

20. Z.D. Wang, M. Fingas y L. Sigouin. “Characterization and source identification of an unknown spilled oil
using fingerprinting techniques by GC-MS and GC-FID”. LC GC N. AM,, 18 (2000) 1058.

21. LN. Glazkov, LA. Revelsky, LP. Efimov y Y.A. Zolotov. “Direct supercritical-fluid extraction of
polycyclic aromatic hydrocarbons from aqueous solutions”. Chromatographia, 52 (2000) 495.

22. J.D. Van Hamme y O.P. Ward. “Development of a method for the application of solid-phase
microextraction to monitor biodegradation of volatile hydrocarbons during bacterial growth on crude
oil”. J. Ind. Microbiol. Biot., 25 (2000) 155.

23. E.V. Blanco, P.L. Mahia, S.M. Lotenzo, D.P. Rodriguez, E.F. Femindez. “Optimization of microwave-
assisted extraction of hydrocatbons in marine sediment: comparison with the Soxhlet extraction
method”. Fresen. J. Anal. Chem., 366 (2000) 283.

24. K. Dobosiewicz, K. Lux Betlej y D. Bodzek. “Concentration of polycyclic aromatic hydrocatbons and
base cations in the air and drinking water of the Silesian rehabilitation centre, Poland”. Waste Air Soil
Poll., 118 (2000) 101.

25. M. Czaplicka, A. Weglarz y K. Klejnowski. “Analysis of organic contaminants from motor vehicles
adsorbed on particulate matter”. Chem. Anal. Warsaw, 46 (2001) 677.

26. Y. Zeng y PK.A. Hong «Slurry phase ozonation for remediation of sediments contaminated by
polycyclic aromatic hydrocarbons ». J. Air Waste Manage., 52 (2002) 58.

27. S. Bigham, J. Medlar, A. Kabir, C. Shende, A. Alli y A. Malik. “Sol-gel capillary microextraction”. Anal.
Chem., 74 (2002) 752.

28. C. Marianna. “Determination of selected organic pollutants in ground water- A method of analysis”.
Fresen. Environ. Bull., 11 (2002) 91.

29. K. Klejnowski. H. Pyta y M. Czaplicka. “Distribution of selected PAHs concentration in urban
agglomerations of the Silesian Voivodship, Poland”. Fresen. Environ. Bull,, 11 (2002) 60.

30. C. McRae, A. Toannou, C. Sun, C.E. Snape y A.E. Fallick. “Application of gas chromatography-isotope
ratio mass spectrometry to source coal-derived polycyclic aromatic hydrocarbons in the environment”.
Abstr. Pap. Am. Chem. S., 216 (1998) 011.

31. G.D. Wang, AS. Lee, M. Lewis, B. Kamath y RK. Archer. “Accelerated solvent extraction and gas
chromatography mass spectrometry for determination pf polycyclic aromatic hydrocarbons in smoked
food samples”. J. Agr. Food Chem., 47 (1999) 1062.

32. H.X. Pan, B.X. Mai, H.P. Zhuang, Z. Lin, Y.S. Min, G.Y. Sheng y ].M. Fu. “Quantitative analysis of trace
polycyclic aromatic hydrocarbons in drinking water with C-18-solid-phase extraction gas
chromatography mass spectrometry”. Chinese ] .Anal. chem.., 27 (1999) 140.
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mencionados también aparecen en la bibliografia métodos de cromatografia de gases con

deteccion ultravioleta, por infrarrojos y por fluorescencia inducida por liser, para la

determinacién de HAPs en diversas matrices**".

La aplicacién de la cromatografia liquida al analisis de HAPs data de 1976 en que

Boden™ la aplicé a la determinacién de residuos en muestras de interés ambiental. El

requetimiento bdsico para que un analito pueda ser determinado por esta técnica es que sea

suficientemente soluble en la fase mévil, propiedad que, en el caso de los HAPs, esta

33.

34.

35,

36.

37.

38.

39.

41.

42.

43.

45.

46.

47.

48.

C. Miege, M. Bouzige, S. Nicol, J. Dugay. V. Pinchon y M.C. Hennion. “Selective immunoclean-up
followed by liquid or gas chromatography for the monitoring of polycyclic aromatic hydrocarbons in
urban waste water and sewage sludges used for soil amendment”. J. Chromatogr. A, 859 (1999) 29.

P. Agozzino, G. Avellone, G. Boscaino y S. Miceli. “Determination by solid-phase microextraction/gas
chromatography/mass spectrometry of polycyclic aromatic hydrocarbons in bitumen fumes during road
paving”. J. Mass Spetrom., 34 (1999) 1383.

D. Cam, S. Gagni, L. Meldolesi y G. Galleti. “Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in
sediment using solid-phase microextraction gas chromatography-mass spectrometry”. J. Chromatogr.
Sci., 38 (2000) 55.

M. Callen, S. Hall, A.M. Mastral, T. Gacia, A. Ross y K.D. Bartle. “PAH presence in oils and tars from
coal-tyre coprocessing”. Fuel Process Technol., 62 (2000) 53.

M.D. Gillen, P. Sopelana y M.A. Partearroyo. “Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in
commercial liquid smoke flavorings of different compositions by gas chromatography-mass
spectrometry”. J. Agr. Food Chem., 48 (2000) 126.

MD. Gillen, P. Sopelana y M.A. Partearroyo. “Study of several aspects of a general method for the
determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in liquid smoke flavourings by gas chromatography-
mass spectrometry”. Food Addit. Contam., 17 (2000) 27.

P. Mottiet, V. Patisod y R.J. Turesky. “Quantitative determination of polycyclic aromatic hydrocarbons
in barbecued meat sausages by gas chromatography couples to mass spectrometry”. J. Agt. Food Chem.,
48 (2000) 1160.

L. Ramos, JJ. Vreuls, U.A.T. Brinkman. “Miniaturised pressurised liquid extraction of polycyclic
aromatic hydrocatbons from soil and sediment with subsequent large-volume injection-gas
chromatography”, ], Chromatogz., 891 (2000) 275.

CL. Song, GL. Fan, X.F. Tu, W.Z. Li y J.X. Duan. “Quantitative analysis of polycyclic aromatic
hydrocatbons in exhaust particulates of diesel engine with selected ion monitor of gas chromatography-
mass spectrometry”. Chinese J. Anal. Chem., 28 (2000) 1121.

N. Grova, C. Laurent, C. Feidt, G. Rychen, F. Laurent y E. Lichtfouse. « Gas chromatography-mass
spectrometry study of polycyclic aromatic hydrocatbons in grass and milk from urban and rural farms”.
Eur. J. Mass Spectrom., 6 (2000) 656.

T.B. Mahajan, F.L. Plows, J.S. Gillette, RN. Zare y G.A. Logan. “Compatison of microbore two-step
laser desorption/laser ionisation mass spectrometry and gas chromatography/mass spectrometty studies
of polycyclic aromatic hydrocarbons in ancient terrestrial rocks”. J. Am. Soc. Mass Spectrom., 12 (2001)
989.

P.W. Crozier, J.B. Plomley y L. Matchuk. “T'race level analysis of polycyclic aromatic hydrocarbons in
surface waters by solid phase extraction (SPE) and gas chromatography-ion trap mass spectrometry (GC-
ITMS)”. Analyst, 126 (2001) 1974.

L. Al Saleh y I. Al Doush. “Gas chromatography-mass spectrometry determination of polycyclic aromatic
hydrocarbons in five species of fish from three sites in the Arabian Gulf”. Int. J. Environ. Heal. R., 12
(2002) 193.

LB. Litofsky. “A review of analytical methodology for the determination of polycyclic aromatic
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Caracterizacion HAPs

relacionada con el nimero total de 4tomos de catbono presentes asi como de su grado de
aromaticidad. Asi, por HPLC, se pueden determinar desde derivados alquilbencénicos hasta
HAPs con 38 4tomos de catbono (13 anillos). En cuanto al grado de aromaticidad, al
aumentar éste disminuye su solubilidad en disolventes como diclorometano o

clorobenceno.

Desde la primera aplicaciéon de esta técnica, son muy numerosos los articulos

s . Sy , F 2 9-52
publicados empleando como sistemas de deteccion métodos fotométricos*?,

fluorimétricos™ " o fosforimétricos”. En la dltima década se han desarrollado igualmente
métodos de HPLC acoplados a detectores de masas®™®.

49. F.S. Sun, D. Littlejohn y M.D. Gibson. “Ultrasonication extraction and solid phase extraction clean-up
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51. S.Y. Xie, R.B. Huang y L.S. Zheng. “Separation and identification of perchlorinated polycyclic aromatic
hydrocarbons by high-performance liquid chromatography and ultraviolet absotption spectroscopy”. J.
Chromatogt. A, 864 (1999) 173.
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Las propiedades fisicas de los fluidos supercriticos determina la mayor eficiencia
cromatografica de la cromatografia que emplea dichos disolventes respecto a la HPLC y
GC, observandose un futuro prometedor en el anilisis de HAPs, principalmente en
mezclas complejas ampliando considerablemente las limitaciones impuestas (volatilidad y
solubilidad) por la GC y HPLC en cuanto al nimero de atomos de carbono se refiere. Las
propiedades fisicas de los fluidos supercriticos permiten el empleo de detectores de

ionizacién de llama”, de fluorescencia™"™ y proporcionan también posibilidades de acoplar

73-78

con facilidad detectores de masas™ " aumentando asi la potencialidad de la técnica.
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La electroforesis capilar, ha sido también, en los ultimos tiempos, usada para la
determinacién y cuantificacién de los hidrocarburos aromaticos policiclicos. Esta
metodologia, aunque atin queda mucho para que desplace a los métodos cromatograficos,

ofrece ciertas ventajas que hace que esté pugnando junto a éstos en el andlisis en general y

s . o . 79,80
en concreto en el analisis de HAPs. La cromatogtrafia capilar electrocinética micelar™",

supone una simplificacién metodolégica frente a la cromatografia de fluidos supercriticos y

81-83 84,85

u otros***)

debido 2 que usa medios organizados (medios micelares” ", ciclodextrinas
solventa los problemas de solubilidad y volatilidad de los métodos de HPLC y GC.
Ademas, los nuevos desarrollos instrumentales que permiten acoplar la técnica a multitud

S S e . , 90 ,
de sistemas de detecciéon (UV®¥, fluorescencia inducida por liser - y espectrometria de
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masas™) la estin transformando en una potente herramienta en los laboratorios de Quimica

Analitica’ y posibilitando su aplicacién al analisis de HAPs en matrices complejas™'™.

Ademas de las técnicas separativas para el analisis de HAPs se han propuesto
multitud de métodos espectrofotométricos y luminiscentes. Debido a que los HAPs poseen
estructuras altamente condensadas, presentan espectros de absorcion UV-visible muy
caracteristicos, con bandas esttechas y generalmente muy bien definidas, propiedad que ha
permitido la deteccién individual de los mismos por espectrofotometria UV-visible'™"'*%
Sin embargo, no es una técnica que sea utl para la resolucién de mezclas. Para mejorar su
selectividad, sin necesidad de una etapa previa de separacion, se propusieron métodos de

anlisis multicomponente empleando para ello derivadas'®, aunque tampoco eran ttiles con

muestras complejas pues las longitudes de onda de los HAPs estan muy préximas.

Ademas, los métodos para el anilisis de HAPs deben ser muy sensibles pues se
suelen encontrar en muy pequefias cantidades. Las técnicas luminiscentes presentan como
caracteristica inherente la sensibilidad, por lo que constituyen, desde hace varias décadas,

procedimientos de rutina en los laboratorios de anilisis.
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Todos los HAPs poseen fluorescencia intrinseca, por lo que existen numerosos
métodos espectrofluotimétricos directos para su determinacién individual ™. Sin embargo,
de nuevo, existe un gran solapamiento de las bandas fluorescentes de los distintos HAPs lo

que limita la aplicacién de la técnica a muestras complejas por falta de selectividad.

La limitacién de la selectividad de esta técnica para el analisis de muestras complejas
puede ser soslayada, sin la necesidad de llevar a cabo una etapa de separacion previa,

usando medios organizados u optimizando la instrumentacion de medida.

La utilizacién de medios organizados supuso una gran avance en este tipo de
analisis, pues no sélo se consigue un gran aumento en la selectividad, sino que los analitos,
al ordenarse en este tipo de medios, expetimentan una auténtica preconcentracion
aumentando la sensibilidad de la técnica y disminuyendo los limites de deteccion. Como
medios organizados se han utlizado Ia o-ciclodextrina'®, B-ciclodextrina'®, -
ciclodextrina'”, TX-100'®, cloruro de bencil-dimetil-hezadecilamonio, Pluoronic F-68'%,

Brij-96"" y polioxietileno 10 lauril éter'", entre otros.

En cuanto a la manipulacién que se puede llevar a cabo a nivel instrumental para el
aumento de selectividad en la deteccién fluorimétrica hay que destacar la aplicacién de la

espectrofluorimetria de tiempo resuelto'?, la obtencién de espectros de luminiscencia

104.R.A. Velapoldi, P.A. White, W.E. May y K.R. Eberhardt. “Spectrofluorimetric determination of
polycyclic aromatic hydrocatbons in aqueous effluents from generator columns”. Anal. Chem., 55 (1983)
1896.
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Chem., 59 (1987) 2395.
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108.].J. Santana, Z. Sosa, A. Alfonso y V. Gonzalez. “Simultaneous synchronous fluotimetric-determination
of benzo[a]pytene and perylene in micellar media”. Anal. Chim. Acta, 255 (1991) 107.

109. S. Rubio Barroso, D. Lépez Lépez, C. Val Ontillera y L. Polo Diez. “Estudio espectrofluorimétrico de
PAHs en medios organizados de B-ciclodextrina y pluronic-F 68”. Quimica Analitica, 10 (1991) 127.
110.].J. Santana, Z. Sosa, A. Alfonso y V. Gonzilez. “Sensitive simultaneous determination of
benzo[a]pyrene, perylene and chrysene by synchronous spectrofluorimetry in nonionic micellar media”.

Talanta, 39 (1992) 1611.

111.]J. Santana, J. Hernindez Garcia, MM. Bernal Suirez y A. Bermejo Martin-Lazaro. “Analysis of
mixtures of polycyclic aromatic hydrocarbons in sea-water by synchronous fluorescence spectrometry in
organized media”. Analyst, 118 (1993)917.
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total'”’, espectros sincrénicos'”, espectros sincrénicos de angulo variable'™ o la posibilidad

de manipular la sefial analitica'”.

Otra técnica ampliamente utilizada para determinacion de HAPs es la
fosforescencia. Esta técnica, por presentar una mayor selectividad y sensibilidad que la
fluorescencia, podria solventar los problemas en la resolucién de mezclas complejas. Asi,
en la bibliografia aparecen multitud de métodos de fosforescencia a baja temperatura,
fosforescencia sobre soporte sélido y en disolucién, usando medios micelares,
ciclodextrinas, microemulsiones o incluso sin el uso de ningin medio organizado
(fosforescencia a temperatura ambiente inducida por itomos pesados), para el anilisis

individual de HAPs o de mezclas de ellos'™®.

Aunque los métodos fluorescentes y fosforescentes descritos anteriormente son
mas selectivos y sensibles que los espectrofotométricos, no son capaces, al menos de forma
rapida, sencilla y barata, de resolver problemas complejos. Por tanto, en la actualidad se

esta recurriendo a la utilizacién de redes neurales para la resolucién de estos problemas.

Desde que en 1993, Bos y w/'"" usaran las redes neuronales en Quimica Analitica,
han sido muchos los articulos publicados en los que se combinaban los conocimientos en
Quimica Analitica y en Sistemas de Inteligencia Attificial. Pero no ha sido hasta 1998,
cuando Amador Herndndez y co/'"® utilizaron las redes neuronales para la resolucién de una
mezcla de HAPs mediante fluorescencia linear de 4ngulo variable, existiendo s6lo una
publicacién mas en la bibliografia en la que se usen las redes neuronales en la resolucién

119

espectral de los HAPs, correspondiente a Ferrer y /' en el que compararon el método

113.U.P. Wild, M. Luond, E. Meinster y G.W. Suter. “Total laminescence spectroscopy”. J. Luminescence,
40 (1988) 270.

114. L.F. Capitan Vallvey,. M del Olmo, R. Avidad, A. Navalén, I de Orbe y J.L. Vilchez. “Close overlapping
discrimination of polycyclic aromatic hydrocarbons by synchronous scanning at variable-angle solid-
phase spectrofluotimetry”. Anal. Chim. Acta, 302 (1995) 193.

115.L. Yao Qun, H. Xian Zhi, X. Jin Gou y C. Guo Zhen. “Derivative constant-energy synchronous
fluorescence analysis of polynucelar aromatic hydrocarbons mixtures”. Anal. Chim. Acta, 256 (1992) 285.

116. A. Fernindez Gutiérrez y S.G. Schulman. “Fosforescencia Molecular Analitica: Una Aproximacién
Practica”. Editorial Universidad de Granada, 2001, Granada.

117.M. Bos, A. Bos y W.E. Vanderlinden. “Data-processing by neural networks in quantitative chemical-
analysis”. Analyst, 118 (1993) 323.

118.]. Amador Hernindez, A. Cladera, ] M. Estela, P.L. Lépez de Alba y V. Cerd4. “Resolution of a
multicomponent polycyclic aromatic hydrocatbon system in micellar media by linear variable angle
fluorescence applying distinct chemometric techniques”. Analyst, 123 (1998) 2235.

119.R. Ferrer, J. Guiteras y J.L. Beltrin. “Artificial neural networks (ANNs) in the analysis on polycyclic
aromatic hydrocatbons in water samples by synchronous fluorescence”. Anal. Chim. Acta, 384 (1999)
261.
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PLS con las redes neuronales para optimizar la resolucion de espectros sincronicos de

fluorescencia de diez HAPs.

Aunque los métodos que usan sistemas de inteligencia artificial ayudan a tesolver
mezclas complejas, y en concreto mezclas de HAPs, no permiten obtener informacion de la
distribucién espacial e “in situ” de la sustancias a determinar. Por ello, en los dltimos afos,
la Quimica Analitica se ha encaminado al desarrollo de dispositivos robustos, de uso
sencillo y preferiblemente pottatiles y que propotcionen de forma directa y continua

informacién de su entorno, es decit, al desarrollo de sensores quimicos.

En 1990, Niessner y col'® propusieron un sensor basado en un fenémeno

fotemisivo pata la cuantificacién de mezclas HAPs. Este sensor, por ser el mas antiguo del
p > P

que se tiene constancia segun la bibliografia consultada, ha sido el mas utilizado en

aplicaciones reales” >

Debido al amplio nimero de métodos luminiscentes descritos para HAPs y a su
propiedades inmejorables para obtener fluorescencia y fosforescencia, la gran mayoria de
los sensores desarrollados para su determinacién estan basados en medidas luminiscentes.
Asi se han desarrollado sensores basados en la medida de intensidad y/o tiempos de vida
de fluorescencia y/o fosforescencia evaluandose diferentes dispositivos para la excitacion y
recoleccién de la emisién y desarrollindose diferentes fases sensoras, siendo las mas

. ’ . . ., 12 1 5
interesantes las basadas en la técnica de la impresion molecular 4B

120.R. Niessner, B. Hemmerich y P. Wilbring. “Aerosol photoemission for quantification of polycyclic
aromatic hydrocarbons in simple mixtures adsorbed on carbonaceous and sodium chloride aerosols”.
Anal. Chem., 62 (1990) 2071.
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126.
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123.T. Chetwittayachan, D. Shimazaki y K. Yamamoto. “A comparison of temporal vatiation of particule-
bound polycyclic aromatic hydrocarbons (pPAHs) concentration in different urban environments:
Tokyo, Japan and Bangkok, Thailand”. Atomospheric Environ., 36 (2002) 2027.

124.F. L. Dickert, H. Besenbock y M. Tortschanoff. “Moleular imptinting through van der Waals
interactions: fluorescence detection of PAHs in water”. Advanced Materials, 10 (1998) 149.
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cells”. Analyst, 126 (2001) 766.
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Basindose en esta tecnologia, Dickert y w/'*® desarrollaron un sensor para la
determinacién de HAPs en agua consiguiendo limites de deteccién del orden de las ppm
usando como sistema de deteccién la fluorescencia intrinseca de los HAPs retenidos en la

fase sensora.

Baumann y co/'”

usaron la diferencia de los tiempos de vida de fluorescencia de los
distintos HAPs para su determinacién en agua subterrinea y s6lidos usando para ello un
laser como fuente de excitacién, desarrollando un sensor tipido y reproducible, capaz de
llevar a cabo determinaciones de analitos simples (PYR y BaP) o mezclas complejas

haciendo uso de las curvas de decaimiento de la intensidad de fluorescencia.

En el afio 2000, Panne y /'® desarrollaron un sensor de fibra éptica para la
determinacién de HAPs en aerosoles mediante medidas de fluorescencia a tiempo resuelto
con un dispositivo de termodesorcién. El sensor estd basado en una célula de flujo para
aerosoles 2 la cual se le acopl la fibra 6ptica para transportar la luz proveniente de un laser
pulsado de nitrégeno y como detector se usé un fotomultiplicadot con un osciloscopio
digital. Usando este dispositivo analizaron BaP, BbF y BghiP obteniendo limites de
deteccion entre 110 y 850 ng/L con tiempos de respuesta de 2-3 minutos. En este mismo

afio, también se desarrolld otro sensor de fibra (’)pu'ca129

basado en espectroscopia de
fluorescencia de emisién y excitacién a tiempo resuelto estimulada con dispersiones Raman
para generar longitudes de onda de excitacién entre 250 y 400 nm. Como fuente de
excitacién usaron un laser de Nd:YAG de frecuencia doblada y una mezcla de hidrégeno-
metano como medio Raman y como sistema de deteccion se usé un dispositivo de

acoplamiento de carga intensificado (ICCD), consiguiendo un tiempo de resolucién del

orden de los nanosegundos y limites de deteccion del orden de las ppt para el pireno.

126. F.L. Dickett, M. Tortschanoff, W.E. Bulst y G. Fischerauer. “Molecularly imprinted sensor layers for the
detection of polycyclic aromatic hydrocarbons in water”. Anal. Chem.., 71 (1999) 4559.

127.T. Baumman, S. Haaszio y R. Niessner. “Applications of a laser-induced fluorescence spectroscopy
sensot in aquatic system”. Water Research, 34 (2000) 1318.

128.U. Panne, A. Knoller, R. Kotzick y R. Niessner. “On-line and in-situ detection of polycyclic aromatic
hydrocatbons (PAH) on aerosols via thermodesorption and laser-induced fluorescence spectroscopy”.
Fresenius J. Anal. Chem., 366 (2000) 408.

129. U. Panne, C. Dicke, R. Duesing, R. Niessner y G. Bidoglio. “Stimulated raman scattering as an excitation
source for time-resolved excitation-emission fluorescence spectroscopy with fiber-optical sensors”. Appl.
Spectros., 54 (2000) 536.
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En 2002, Patra y Mishra, desarrollaron un nuevo sensor fluorescente de fibra
optica para la determinacién de HAPs. En este caso, se us6 como fuente de excitacion una
limpara de Xe y como sistema de deteccién un fotomultiplicador, desarrollando un sensor
simple, flexible, barato y capaz de actuar en ambientes hostiles. Este sensor fue evaluado
para la determinacién de HAPs, principalmente perileno y antraceno, obteniendo limites de

deteccién del orden de las ppb en muestras ambientales.

El primer sensor para HAPs basado en medidas de fosforescencia a temperatura
ambiente fue descrito por Campiglia y Vo-Dinh en 1996 usando como fase sensora papel
de filtro impregnado con acetato de talio (0.1 M) para la determinacién de ctiseno, 1,2-
benzofluoreno, 7,8-benzoquinolina, fenantridina y 5-6,benzoquinolina y con acetato de
plomo (0.5 M) para fluoranteno, obteniendo limites de deteccién del orden de los ng/ml..
Posteriormente, Ghauch y e/ propusieron papel de filtro Whatman N° 1 no fluorescente
impregnado con nitrato de talio o yoduro sbédico como fase activa pata un sensor
fosforescente de HAPs. Asi desarrollaron un sensor basado en el uso de una lampara
pulsada de Xe como fuente de excitacién y un espectrografo equipado con un detector de
acoplamiento de carga y fibras 6pticas como medios de transporte de la luz de excitacion y

emisi6n, consiguiendo determinar PYR, BaA, NAPH, PHE, FLU, coroneno y FLT.

Ademais de estos sensores quimicos Opticos, en la bibliografia también apatecen

133,134

= Bl & . - s = 135-137
sensores bioquimicos o biosensores y sensores piezoeléctricos o microbalanzas '

En la actualidad, la investigacién se estd encaminando a caracterizar nuevas fases

activas selectivas que permitan el desarrollo de nuevos sensores mas sensibles para el

130. D. Patra y A.K. Mishra. “A novel disposable sensor head for a fiber optic spectrofluorimeter”. Inst. Sci.
Technol., 30 (2002) 31.

131. A.D. Campiglia y T. Vo-Dinh. “Fiber optic sensor for laser-induced room temperature phosphorescence
detection of polycyclic aromatic hydrocarbons”. Talanta 43 (1996) 1805.

132. A. Gauch, J. Rima, C. Fachinger, J. Suptil y M. Martin Bouyer. “Room temperature phosphorescence
analyses of polycyclic aromatic hydrocarbons using an imaging sensing system combined with a
bifurcated optical fiber and a cooled chatge couples device detector”. Talanta, 51 (2000) 807.

133.M .Liu, QX. Li y G.A. Rechnitz. “Flow injection immunosensing of polycyclic aromatic hydrocarbons
with a quarz crystal microbalance”. Anal. Chim. Acta, 387 (1999) 29.

134. A. Koning, T. Reul, C. Harmeling, F. Spener, M. Knoll y C. Zaborosch. “Multimicrobial sensor using
microstructured three-dimensional electrodes based on silicon technology”. Anal. Chem.., 72 (2000)
2022.

135.M.C. Su, E.R. Chistiansen y F.J. Katls. “Determination of PAH sources in dated sediments from Green
Bay, Wisconsin, by a chemical mass balance model”. Environ. Pollut., 99 (1998) 411.

136.P. Rachdawong, E.R. Christiansen y J.F. Katls. “Historical PAH fluxes to Lake Michigan sediments
determined by factor analysis”. Water Res., 32 (1998) 2422.

137. O. Hayden, L. Piu y R. Sikorski. “Sensors based on fingerprints of neutral and ionic analytes in polymeric
materials”. Sensots Act. B Chem., 76 (2001) 295.
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T , , . , : ¥ 138,139
analisis de HAPs. Asi estan apareciendo nuevos métodos de impresién molecular™™” y se

estan evaluando nuevas fases sensoras basadas en la tecnologia sol-gel. Las tltimas
investigaciones en este campo han llevado al desarrollo de un chip equipado con una nueva
fase estacionaria disefiada bajo la tecnologia sol-gel para el anilisis de HAPs mediante

electrocromatografia capilar con detecciéon fotométrica'.

2 Establecimiento de las condiciones experimentales para el
desarrollo de fases sensoras para hidrocarburos aromaticos

policiclicos
21  Espectros de los HAPs en disolucion

Para conocer las caracteristicas fluorescentes de los 16 HAPs se prepararon
disoluciones de 500 pg/L de cada uno en agua bidestilada y se registraron los espectros de
excitacién y emision. Las longitudes de onda de méiximas de excitacién y emisién se

muestran en la Tabla V-3.

Tabla V-3. Caracteristicas fluorescentes de los HAPs de la EPA

A A A A
AP em)  @m | A am)  (em)
NAPH 286 322 CHRY 322 386
ACEN 292 324 BaA 288 388
ACE 292 322 BkF 308 414
FLU 290 304 BbF 358 446
PHE 294 364 BaP 386 406
ANT 358 402 IcdP 362 496
FLT 358 460 BghiP 336 394
PYR 300 406 DBahA 304 404

B e e s s e ]

138.F.L. Dikert, P. Lieberzeit y M. Tortschanoff. “Molecular imprints as artificial antibodies- a new
generation or chemical sensors”. Sensors Act. B Chem., 65 (2000) 186.

139. F.L. Dicker, P. Achatz y K. Halikias. “Double molecular imprinting a new sensor concept for improving
selectivity in the polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in water”. Fresenius J. Anal. Chem., 371
(2001) 11.

140.S. Constantin, R. Freitag, D. Solignac, A. Sayah y M.A.M. Gijs. “Utilization of the sol-gel technique for
the development of novel stationary phases for capillary electrochromatography on a chip”. Sensor
Actuact. B Chem., 78 (2001) 267.
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Las longitudes de onda registradas coinciden con las publicadas en la bibliografia y
teniendo en cuenta que en los métodos desarrollados hasta ahora, las longitudes de onda de
los analitos en disolucién coinciden pricticamente a las que presentan retenidos en una fase
solida, se van a utilizar estos valores para comenzar el estudio de optimizacién del resto de

variables experimentales para la propuesta de fases sensoras.
2.2  Parametros instrumentales

Antes de optimizar las variables expetimentales se han fijado unas condiciones de
medida. Los parametros instrumentales afectan a la diferencia sefial-ruido y por tanto, a las
caracteristicas analiticas del método, sin embargo, no afectan a la capacidad de los analitos a
interaccionar con una fase sensora. Por tanto, como lo que se pretende en este capitulo es
determinar en qué condiciones expetimentales los 16 HAPs de la EPA interaccionan con
las fases sensoras seleccionadas (como un primer paso para el desarrollo de fases sensoras
de HAPs) se han fijado unos parimetros instrumentales estandares para llevar a cabo

medidas de fluorescencia. Fistas se muestran en la Tabla V-4.

Tabla V-4. Parametros instrumentales seleccionados

e e e e e e T S e
Pardmetro instrumental Valor seleccionado

Voltaje del detector 600 V
Tamafio de rendijas (exc/em) 4/4 nm
Resolucion 5s

2.3  Estudios preliminares de optimizacién de las variables experimentales

Las vatiables experimentales mis importantes que pueden afectar a la emision
fluorescente en fase sélida de los HAPs son: pH, tipo de soporte sélido y disolvente

organico presente en el medio.

a)  El pH afecta a la disociacion de grupos ionizables tanto de los analitos como de
los sopottes sélidos. Como los HAPs no poseen ningin grupo ionizable su
fluorescencia no se ve afectada por cambios en el pH del medio. Sin embargo, si
se puede ver modificada la forma quimica en la que se encuentren los soportes

sélidos y pot tanto vatiaciones del pH pueden afectar a la interaccién entre los
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analitos y éstos. Por ello, se ensayaran 3 valores de pH diferentes, un pH acido
(pH=3), neutro (pH=7) y basico (pH=12) fijados con HCl y/o NaOH para
conocer como afecta el pH a la interaccién entre los HAPs y los soportes sélidos

ensayadas.

b)  Otra variable experimental fundamental que afecta a la fluorescencia en fase
solida es el tipo de soporte sélido usado. En este tipo de dispositivos, los
soportes solidos actian propiciando una preconcentracion de los analitos en una
pequefia region del mismo que es donde se mide la emisién fluorescente. Para
evaluar las caracteristicas fluorescentes de los 16 HAPs de la EPA en fase solida,
se probaran 11 resinas: tres resinas de intercambio aniénico (Dowex 1x2, Dowex
1x4 y Dowex 1x8), tres de intercambio catiénico (Dowex 50wx2, Dowex 50wx4 y
Dowex 50wx8) y cinco no idnicas (Ambetlita XAD 2, Amberlita XAD 4,
Amberlita XAD 7, Gel de Silica Davisil y Gel de Silica Merck).

¢) Por otro lado, debido a que los HAPs son altamente insolubles en agua, es
necesario afladir un disolvente orginico a las muestras que ayude a su
solubilizacién y evite que queden retenidos en las tuberias de teflon usadas para
disefiar los sistemas de analisis por inyeccién en flujo. Por tanto, se estudiara el
efecto que produce la presencia de seis disolventes organicos miscibles con agua
(etanol, metanol, acetonittilo, 1,4-dioxano, dimetilformamida y acetona) en las

muestras.

Como se puede deducir de lo comentado anteriormente, se va a estudiar la
interaccion de 16 analitos con 11 soportes solidos, a tres niveles de pH y en presencia de 6
disolventes organicos distintos, lo que supone llevar a cabo 3168 experiencias. Para
disminuir las experiencias preliminares, se eligieron 3 analitos en funcién de su estructura
quimica (ACE, PYR y BaP; véase la Figura V-3) y se llevo a cabo el estudio completo con

los tres, con lo que se redujeron a 594 el nimero de expetiencias a realizar.
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R & o5

ACE PYR BaP

Figura V-3. Estructura quimica del ACE, PYR y BaP.

Se prepararon diferentes disoluciones de 600 ug/L de ACE, PYR y BaP, afiadiendo
la cantidad adecuada de cada uno de los disolventes organicos para conseguir un potrcentaje

final del 10% v/v y pequeiias cantidades de HCl o NaOH para fijar el pH.

Para llevar a cabo las medidas, se empaquetaron los soportes sélidos en una cubeta
de flujo convencional, que se situ6 en el compartimento de muestra del
espectroluminémetro, registrando la emisién fluorescente de la resina o ruido de fondo.
Posteriormente, se hicieron pasar 500 uL. de cada una de las disoluciones de los HAPs y se
registr6 la emision fluorescente o sefial de los analitos retenidos en la fase solida. Las
medidas luminiscentes tanto del ruido como de la sefial se realizaron a las longitudes de
onda apropiadas para cada compuesto seleccionado fijando las condiciones instrumentales

comentadas en el apartado 2.2 de este capitulo.

Las Figuras V-4, V-5 y V-6 muestran la influencia del pH, tipo de sopotte solido y
tipo de disolvente organico sobre la diferencia sefial-ruido y por tanto sobre la interaccion
analito-fase sensora para el ACE, PYR y BaP, respectivamente. De estas tres figuras se
pueden deducir una serie de conclusiones preliminares que ayuden a concretar el estudio

sobre todos los HAPs:

a) No hay diferencias significativas de la interaccién analito-soporte s6lido a los tres
niveles de pH ensayados. Por lo que se puede concluir que la interaccién de los tres
analitos estudiados con las once resinas ensayadas no se ve influenciada por el pH.
Por tanto, se seleccion6 un pH 7 para llevar a cabo la caracterizacion fluorescente

de los 16 HAPs en supetficie solida.

PH:TO.
$ s

<
INAANAANANA
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b) En cuanto a los soportes solidos estudiados, se puede obsetvar en dichas figuras
que los tres HAPs no interaccionan de forma significativa con las resinas cationicas
(Dowex 50wx2, Dowex 50wx4 y Dowex 50wx8), ni aniénicas (Dowex 1x2, Dowex
1x4 y Dowex 1x8) y sin embargo, si interaccionan con las de caracter no iénico.
Este resultado logico es debido al caricter apolar o no iénico de los analitos en
estudio. Por esta razén, solo las resinas no ionicas (Gel de Silica Davisil, Gel de
Silica Merck, Ambetlita XAD 2, Ambetlita XAD 4 y Ambetlita XAD 7) fueron
seleccionadas para llevar a cabo la caracterizacion fluorescente de los 16 HAPs en

supetficie solida.

b

Soportes s6lidos: Resinas no i6nicas

NS

ANANNANS

c) Con respecto a los disolventes orginicos presentes en las muestras, se puede decit,
que la presencia de éstos afecta en gran medida a la diferencia sefial-ruido. Se puede
observar en la Figura V-6 que cuando se usa dimetilformamida para ayudar a
solubilizar el BaP a pH neutro la emisién fluorescente de éste en fase solida es
cuatro veces mayor que cuando se usa etanol o metanol, y en la Figura V-4 cuando
se usa acetonitrilo con ACE a pH icido, la emision fluorescente de este analito en
fase sélida es cinco veces mayor que cuando se usa dimetilformamida 6 1,4-
dioxano. Por tanto, los seis disolventes orginicos miscibles con agua (etanol,
metanol, acetona, acetonitrilo, dimetilformamida y 1,4-dioxano) deben ser

evaluados en la caracterizacién fluorescente de los 16 HAPs en supetficie solida.

NN, NANAN

3 Disolventes organicos: etanol, metanol, acetona, acetonitrilo, dimetilformamiday °

$ 1,4-dioxano :

/w/\/\/\/\/\/\/\/\/\/W/\/\/\/\/V\ avave AN 4
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Figura V-4. Influencia del pH, tipo de soporte sélido y disolvente orgdnico sobre
Ia intensidad de fluorescencia en fase solida del ACE en presencia de M etanol, i
acetona, acetonitrilo, dimetilformamida, B 1,4-dioxano y W metanol.
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Capitulo V

24  Optimizacion de variables experimentales

Establecidos los parametros instrumentales y vatiables experimentales se procedio a

la caracterizacion fluorescente en fase sélida de los 16 HAPs de la EPA.

Para ello, se prepararon diferentes disoluciones de 600 pg/L de los dieciséis HAPs,
afiadiendo la cantidad adecuada de cada uno de los disolventes otrganicos (etanol, metanol,
acetonitrilo, dimetilformamida, 1,4-dioxano y acetona) para que se encontraran en un
porcentaje final del 10% en volumen y se ajusté el pH adicionando pequefias cantidades de

HCl o NaOH, para que su valor fuese 7.

Para llevar a cabo las medidas, se empaquetaron los soportes sélidos (Gel de Silica
Davisil, Gel de Silica Merck, Ambetlita XAD 2, Ambetlita XAD 4 y Ambetlita XAD 7) en
una cubeta de flujo convencional, que se situ6 en el compartimento de muestra del
espectroluminémetro, registrindose la emisién fluorescente de la resina o ruido de fondo.
Posteriormente, se hicieron pasar 500 pl. de cada una de las disoluciones de los HAPs
preparadas y se registrd la emisién fluorescente o sefial de los analitos retenidos en la fase
solida. Las medidas luminiscentes tanto del ruido como de la sefial se realizaron a las
longitudes de onda apropiadas para cada compuesto seleccionado fijando 600 V como
voltaje del detector, un ancho de rendijas de 4 nm tanto para la rendija de excitacién como

para la de emision y una resolucién de 5s.

En las Figuras V-7 a V-12 se muestran la interaccién analito-fase sensora que se
produce entre los 16 HAPs y los soportes sélidos seleccionados en las condiciones

experimentales ensayadas.

Para considerar la interaccién analito-resina efectiva o no, se adopté la condicién
que si la diferencia sefial-ruido era superior 2 un 10% de la mayor de las diferencia sefial-
ruido, la interacc<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>