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OBJETIVOS

El medio ambiente constituye el sustrato que permite la supervivencia del ser
humano, aportandole recursos esenciales para sus actividades econdmicas y productivas.
La Quimica Analitica puede contribuir junto con otras disciplinas a estudio, vigilanciay
aprovechamiento de los mencionados recursos para un desarrollo medioambiental mente
sostenible. Este término se define como e conjunto de vias de progreso econdémico, socia
y politico que atienden alas necesidades del presente sin comprometer la capacidad de las
generaciones futuras para satisfacer sus propias necesidades. Alrededor de este término
han nacido numerosas declaraciones, acuerdos, normas y leyes, introduciéndose en €
seno de la Comisién mundial para el medio ambientey € desarrollo de Naciones Unidas,
més conocida como Comision Brundtland, en 1980.

La necesidad de métodos analiticos sencillos, rapidos, libres de interferencias y
suficientemente sensibles para poder interpretar los datos medioambientales, controlar la
contaminacion y establecer €l papel de cada especie en los ciclos naturaes, es mas que
evidente. Las exigencias que le plantea e medio ambiente a la Quimica Analitica, se
resumen en los siguientes puntos:

= Andlisis de muy diferentes tipos de analitos, que incluyen desde especies inorganicas
sencillas hasta complgjas bio-moléculas

= Matrices complejasy desconocidas, pudiendo ser liquidas, solidasy gaseosas.

= Micromuestras en algunas ocasiones y niveles de analitos del orden de trazas o
inferior.

= Necesidad de automatizacion, dado e gran nimero de muestras a analizar.

= Necesidad de andlisis in situ, por lo que requiere de equipos portétiles y robustos o
Sensores remotos.

= Andlisis de muy diferentes caracteristicas.

= Tratamiento de datos multivariable.

Esta Tesis aporta soluciones a algunos de los puntos antes mencionados. Se
proponen una serie de métodos y se revisan algunos de los ya existentes, megjorando e
analisis de metales, amonio y aminas en muestras de agua medioambientales, utilizando
la quimioluminiscencia como método de deteccion. Esta técnica puede aportar
sensibilidad, selectividad y bajo coste, resultando por tanto interesante su estudio. Se
pone en préactica € procedimento analitico cubriéndose todas las etapas que lo
componen, abordando tanto el muestreo como € tratamiento de las muestra, la etapa de
calibraciény € tratamiento y evaluacion de los resultados

Los analitos han sido elegidos por sus propiedades de toxicidad y por revestir
interés para el estudio de la eutrofizacion de aguas, 1o que ha dado lugar a limitaciones
en sus concentraciones que se reflgian en la legidacion. Actualmente, la investigacion
tiende hacia la propuesta de sistemas sencillos total mente automatizados, |0 que hemos
conseguido en algunos de nuestros estudios.



Los proyectos concedidos a grupo de investigacion y las becas disfrutadas, han

sido & marco de esta Tesis:

Proyecto PB97-1387 concedido por la Direccion General de Investigacion Cientifica
y Tecnoldgica (DGICyT): “El método de adicién estdndar del punto H como método
de resolucion de curvas. Aplicacion a determinaciones quimioluminiscentes de
contaminantes ambientales’ .Periodo de vigencia: 10-1998 a 10-2001.

Proyecto PPQ2000-1461 concedido por € Ministerio de Ciencia y Tecnologia:
“Métodos totales de andlisis de aminas en matrices de interés medioambiental”.
Periodo de vigencia: 28-12-2000 a 27-12-2003.

Ayudas a grupos de investigacion: GR00-36 concedido por la Generditat
Valencianas “Establecimiento de métodos globales e interpretacion de datos
analiticos de calidad”. Afio 2000.

Ayudas a grupos de investigacion: GRUPOS03-178 concedido por la Generalitat
Valenciana: “Establecimiento de métodos globales e interpretacion de datos
analiticos de calidad”. Afio 2003.

Proyecto BQU2003-6138 concedido por € Ministerio de Ciencia y Tecnologia:
Métodos totales de andisis de amoniaco, aminas y triazinas en matrices de interés
ambienta: convencional, micro y nano”. Periodo de vigencia: 15-11-2003 a 14-11-
2006.

Beca predoctoral FPU (2000-2004) concedida por € Ministerio de Educacion y
Cultura.

Beca para la redlizacion de una estancia breve en e Departamento de Quimica
Anditica de la Universidad de Cdérdoba (periodo del 1 de Septiembre a 30 de
Noviembre de 2002), concedida por € Ministerio de Educacién y Cultura.

L os obj etivos especificos desarrollados se gjustan a siguiente esquema:

Screening de aminas alifaticas y disminucion de sus limites e deteccion en
aguas: 1.1. Preconcentracion y dansilacion de aminas diféticas utilizando cartuchos
C18 de extraccion en fase sdlida. Aplicacion a andlisis de screening en muestras de
agua medioambientales (Apéndice 1). 1.2. Derivatizacion en linea de aminas
aifaticas con Dns-Cl acoplada a HPL C con deteccion fluorescente (Apéndice 2). 1.3.
Determinacion quimioluminiscente de aminas dlifaticas en agua mediante HPLC
(Apéndice 3).

Disminucion del limite de deteccion de amonio en agua e incremento de la
exactitud de su determinacion: 2.1. Determinacion de amonio en muestras de agua
utilizando el reactivo OPA-NAC. Estudio comparativo con los métodos de Nesder y
electrodo selectivo de amonio (Apéndice 4). 2.2. Determinacidn quimioluminiscente
de amonio en aguas por HPLC (Apéndice 5).

Método de screening de muestras para Cu(ll): 3.1. Méodo automatico de
inyeccién en flujo para e screening de muestras de agua para Cu(ll), basado en la
reaccion quimioluminiscente de coproporfirina I-Cu (11) / TCPO / HO, (Apéndice
6).
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4. Mgora de la exactitud de la determinacién de Cr(l11), Cr(VI) y Co(ll): 4.1.
Elaboracion de una guia para la eliminacion de los errores sisteméticos en la
especiacion de Cr(l11) y Cr(VI) empleando la reaccién del luminol con H,0..
Aplicacion a muestras de agua (Apéndice 7). 4.2. Influencia de los protocolos de
acondicionamiento de muestras de agua en la deteccién quimioluminiscente de
dementos traza (Apéndice 8). 4.3. Cdibracion multivariada aplicada a la
determinacion quimioluminiscente simultanea de cobalto y cromo (Apéndice9).

5. Determinacién de Nitrogeno Organico amino y amoniacal: 5.1. Méodo
fluorimétrico de Roth para la determinacion simultanea de amonio y grupos amino
primario en muestras de agua y su utilidad en la determinacion del Nitrogeno
Kjeldahl Total. (Apéndice 10). 5.2. Método quimioluminiscente automético para la
estimacion del Nitrégeno Organico amino (-CH,-NH-) y amonio en muestras de agua
mediante la reaccién del Luminol con € Hipoclorito en medio basico. (Apéndice
11).
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Capitulo 1. INTRODUCCION

1.1. CONSIDERACIONES SOBRE EL ANALISIS DE AGUA Y
ANALITOS ESTUDIADOS

1.1. CARACTERISTICASDE LASAGUAS

La ciencia del medio ambiente comprende € estudio completo del entorno que
nos rodea y por ello necesita del apoyo de todas las ciencias, siendo por tanto
multidisciplinar. Un gran nimero de estudios, muestran la necesidad de conocer la
composicion de las partes del medio implicado. No es posible por g emplo, estudiar €
transporte de sustancias en € ciclo dd agua, sin medir las sustancias que estan siendo
transportadas.

La composicion quimica de las aguas naturales depende entre otras de variables
como € tipo de agua, localizacion geogréfica o estacion del afio [1]. Los congtituyentes
mayoritarios (1-1000 mg/L) son Na', Ca*, Mg™, HCO;, SO,” y CI, y las especies
minoritarias (0.1-10 mg/L) Fe**, Fe**, S**, K*, COs*, NOs, F, H;BO,. La presencia
natural de otras especies ocurre en un nivel de concentraciones inferior, como se expone
enlaTabla 1.

Tabla 1: Concentraciones tipicas normales (ng/L) de agua natural, agua de rio y agua
marina.

Elemento Natural Rio Mar Elemento Natural Rio Mar

Li 10 12 200 As 0.5 2 3
B 10 10 5000 S 0.2 0.2 0.1
Al 10 50 2 Br 15 20 7000
Ti 5 10 1 Rb 1 20 120
\Y, 0.5 1 2.5 Sr 70 60 8000
Cr 1 1 0.05 Mo 0.5 1 10
Mn 10 7 0.2 Cd 0.03 002 0.1
Fe 500 40 2 Sb 0.2 0.3 0.2
Co 0.05 0.2 0.02 I 2 10 60
Ni 0.5 0.3 0.05 Cs 0.02 004 0.1
Cu 8 5 2 Hg 0.07 0.007 0.03
Zn 15 20 10 Pb 1 3 0.03

Esta composicién puede ser alterada por fuentes naturales o antropogeénicas. La
contaminacion del medio hidrico es un problema grave y con serias consecuencias que
ha afectado a numerosas zonas a pesar de la auto purificacion del propio ciclo. El
resultado final es que la composicion de las aguas est4 alterada por la presencia de
compuestos inorganicos y organicos adicionales [1-3]. El ciclo del agua se vera afectado
por € aumento de la demanda biolégica de oxigeno y los procesos de eutrofizacion, y
también por laacidificacion y salinizacion de las aguas [4].
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Existen car acter isticas especificas para cada tipo de agua contaminada:

Las aguas residuales urbanas e industriales son disoluciones acuosas compleas que
contienen una variada gama de compuestos organicos e inorganicos, tanto disueltos
como en suspensién y también microorganismos [1]. Pueden contener
concentraciones puntuales muy elevadas de contaminantes, lo que puede originar
variaciones muy significativas en los equilibrios originando especies nuevas.

Las aguas subterraneas presentan problemas de salinidad debido a procesos de
infiltracion del agua marina, y también de toxicidad debido a almacenamiento de
sustancias toxicas en tanques subterraneos o a actividades agricolas.

Las aguas costeras reciben la descarga directa de los rios, vertidos de barcos o
liberacion de materiales de proteccion de embarcaciones. Presentan problemas de
eutrofizacion, de bioacumulaciéon de metaes toxicos en los moluscos o
contaminacién microbiana. Los problemas a niveles profundos se deben ala difusion
desde la superficie o desde los sedimentos por 1o que se estudian tanto gradientes
horizontales como verticales, ya que ambos definen su nivel de impacto y su
bi odi sponibilidad.

Dada la gran variedad de muestras de agua medioambientales y los problemas

que presentan, en esta Tesis se han estudiado diferentes tipos de agua, con € fin de
abarcar una parte de la amplia variabilidad que nos podemos encontrar en cuanto a la
matriz. Se han estudiado aguas. embotelladas, de grifo, de riego, de fuente, de lago,
residuales y marinas.

La legidacion vigente en materia de aguas comprende por una parte las

Directivas Europeas, y por otra, las Ordenes, Leyes y Redles Decretos tanto estatales
como autondmicos. En la Tabla 2, se puede ver la normativa més representativa en los
diferentes ambitos en materia de aguas. Las normativas estatales y autondmicas se gjustan
alas exigencias de la normativa europea, siendo igual 0 més restrictivas que ésta.
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Ambito

Legislacion
comunitaria

L egislacion
estatal

L egislacion
autonémica

Tabla 2 Normativa vigente en materia de aguas.

Nor mativa
Directiva 76/464/CEE del Consejo, de 4 de mayo de 1976, relativa a la contaminacion
causada por determinadas sustancias peligrosas vertidas en el medio acuético de la
comunidad.
Directivarelativa aaguas de bafio 76/160/CEE
Directiva relativa a aguas destinada al consumo humano 80/778/CEE Modificada por
ladirectiva 98/83/CEE.
Directiva 2000/ /CE del Parlamento Europeo y del Consejo por €l que se establece un
marco comunitario de actuacién en el &mbito de la politica de aguas. (Directiva Marco
de Aguas).
Real Decreto 849/1986, de 11 de abril, por el que se aprueba el Reglamento del Dominio
Puablico Hidraulico, que desarrolla los Titulos Preliminar, I, 1V, V, VI y VII delaLey
29/1985, de 2 de agosto, de Aguas.

Real Decreto 734/1988, de 1 de julio, establece normas de calidad de las aguas de bafio
(BOE n° 167, de 13.07.88).

Ley 22/1988, de 28 dejulio, deCostas. (BOE n° 181, de 29.07.88).

Real Decreto 1541/1994, de 8 de julio, que modifica el Anexo | del Reglamento de la
Administracién publica del aguay de la planificacion hidrol 6gica aprobado por el Real
Decreto 927/1988, de 29 de Julio de 1988

Real Decreto 2116/1998, de 2 de octubre, por el que se modifica el Real Decreto
509/1996, de 15 de marzo, de desarrollo del Real Decreto-Ley 11/1995, de 28 de
diciembre, por el que se establecen las normas aplicables al tratamiento de las aguas
residuales.

Orden de 13 de agosto de 1999 por la que se dispone la publicacion de las
determinaciones de contenido normativo del Plan Hidrolégico de Cuenca del Jucar ,
aprobado por el Real Decreto 1664/1998, de 24 dejulio.

Real Decreto 995/2000, de 2 de junio, por el que se fijan objetivos de calidad para
determinadas sustancias contaminantesy se modifica el Reglamento de Dominio Piblico
Hidraulico, aprobado por el Real Decreto 849/1986, de 11 de abril.

Real Decreto Legislativo 1/2001, de 20 dejulio, por el que se apruebael texto refundido
delaLey de Aguas(Derogalaley 29/1985, de 2 de agosto, de Aguas)

Real Decreto 140/2003, de 7 de febrero, por €l que se establecen |os criterios sanitarios
de lacalidad del agua de consumo humano.

Ley 7/1986, de 22 de diciembre, sobre utilizacion deaguas parariego.

Ley 2/1992, de 26 de marzo, de saneamiento de las aguas residuales de la Comunidad
Valenciana.

Orden de 3 de junio de 2003, dela Conselleriade Agricultura, Pescay Alimentacion, por
laque se establece el Programa de A ctuacion sobre las Zonas V ulnerables designadas en
la Comunidad Valenciana.
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1.2 CARAC'I:ERI’STICAS DE LOS ANALITOS ESTUDIADOS Y
LEGISLACION APLICABLEA LOSMISMOS.

Se han estudiado analitos de diferentes tipos, metales como Cr(l11), Cr(VI1),
Co(ll) y Cu(ll), amonio y nitrégeno total, aminas alifaticas primarias y secundarias
(metilamina (MA), etilamina (EA), butilamina (BA), pentilamina (PeA), hexilamina (HA),
dimetilamina (DMA), dietilamina (DEA) y b-feniletilamina (b-FEA)), y poliaminas
(Putrescina (Put), Cadaverina (Cad), Espermina (Som) y Espermidina (Spd)).

1.1.2.1. Descripcion de los analitos estudiados

Los metales se introducen en e ciclo del agua basicamente por residuos
industriales. Muchos de estos iones son téxicos para € hombre y sus emisiones han de
monitorizarse y controlarse.

El Cromo es un contaminante comin en aguas naturales y residuales y lo
podemos encontrar como Cr(111) o Cr(V1). Segiin el estado de oxidacion de un elemento,
su biodisponibilidad y toxicidad varian drasticamente, de hecho, € Cr(V1) es mucho més
toxico que e Cr(111). El Cr(I11) no es toxico a bajos niveles y se considera esencial en
mamiferos. La toxicidad del Cr(VI) como aerosol es bien conocida: produce dafios en la
piel y sistema respiratorio, y puede producir cancer [5]. Sin embargo, |os efectos toxicos
del Cr(VI) en agua no estan bien documentados.

La contaminacion con Cr(l11) y Cr(VI) resulta de los vertidos de industrias de
curtidos, acero, tintes o de sectores de fabricacion de productos como pinturas, pigmentos
o fungicidas. Este metal puede introducirse en aguas potables debido a los inhibidores de
corrosion utilizados en cafierias o reci pientes.

El Cobalto se encuentra en las rocas, € suelo, € agua, plantas y animales.
Existen formas radioactivas y no radioactivas de cobato. El cobalto no radioactivo,
llamado cobalto estable, se usa para producir aleaciones (mezclas de metales) usadas en
la manufactura de motores de aviones, imanes, herramientas para triturar y cortar,
articulaciones artificiales y también para colorear vidrio, cerdmicas y pinturas y como
secador de esmaltes y pinturas para porcelana.

La poblacidn generd esta expuesta a bgjos niveles de Cobalto en € aire, e aguay
los aimentos. El cobalto tiene efectos tanto beneficiosos como perjudiciaes sobre la
salud. En bgjos niveles, es parte de la vitamina B12, sustancia que es esencia para
mantener una buena salud. A niveles altos, puede dafiar los pulmonesy € corazon [6].

El Cobre se emplea en alambres y cables eéctricos y en algunas cafierias de
agua. También forma parte de aleaciones como latén y bronce. Las sales de Cobre se
utilizan comanmente en la agricultura para tratar enfermedades de las plantas, como €
moho, paratratar agua, y como preservativos para alimentos, cuerosy telas.

Bajos niveles de cobre son esenciaes para e hombre, mientras que niveles altos
pueden producir efectos nocivos tales como irritacion de la nariz, la boca y los 0jos,
vomitos, diarrea, calambres estomacales y nauseas [ 7).
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El amonio es uno de los productos quimicos mas ampliamente utilizados. Se
utiliza principa mente como fertilizante, y también en la fabricacion de fibras, explosivos
0 plasticos y como aimento de animales. También se usa en insecticidas, en la
fabricacion de detergentes y limpiadores y como refrigerante [8].

Es e principal contaminante que provoca procesos de eutrofizacion en los
sistemas acuosos, y por eso, su concentracion en aguas de consumo humano viene
regulada por la legidacion.

Las aminas diféticas de bajo peso molecular, son intermediarios importantes en
las industrias quimicas y farmacéuticas. Algunas de ellas se producen en cantidades de
mas de 100000 toneladas por afio en e Oeste de Europa. Debido a su carécter polar, son
dificiles de diminar de los sistemas acuosos. Ademés de su aplicacion industria, las
podemos encontrar como productos de degradacién de materia organica como las
proteinas y aminoécidos u otros compuestos de nitrégeno. Las aminas adiféticas
secundarias pueden reaccionar con nitrito produciendo nitrosaminas carcinogénicas.

Hasta ahora, existe muy poca informacion acerca de la presencia de aminas
aliféticas en aguas residuales industriales y en aguas superficiales, pero se sabe que en
algunos tipos de agua aparecen en cantidades muy pequefias, por 1o que en este caso, 10s
métodos para su andlisis deben ser suficientemente sensibles.

Las aminas biogénicas son bases organicas que se forman y degradan como
resultado de la actividad metabdlica en plantas, animaes y microorganismos. Puede
hallarse en fluidos biol 6gicos, en muestras mediocambientales y en corrientes de procesos
industriales normalmente a niveles de trazas [9].

1.1.2.2. Legidacion aplicable

L os avances en la determinacion de estos u otros analitos, vendran marcados por
lalegislacion vigente, que con la evolucion continua de los métodos de andlisis, tiende a
lareduccion progresiva de los valores permitidos y ala exigenciade cdidad en los
resultados generados, priorizando la acreditacion y validacion de los laboratorios.

La concentracion de los analitos estudiados en esta Tesis, viene legislada en
funcion del tipo de agua analizada. Para las aminas, no existe una concentracién maxima
permitida establecida por la legidacién, pero si lo esta la concentracion del Nitrogeno
Kjeldahl Total (TKN). En la Tabla 3, se sefidan las concentraciones maximas
permitidas en cada caso. Actualmente, no existe normativa que regule la calidad exigida
alas aguas superficiaes destinadas a riego, por 1o que se considerardla misma legidacion
gue para aguas superficiaes destinadas a potabilizacion.

Lalegidacion establece ademés los métodos de r efer encia para cada uno de los
parametros cuya concentracion limita. En la Tabla 4, se reflgian los métodos de andlisis
establecidos para los analitos en estudio asi como los métodos utilizados recientemente en
Quimica Analitica en muestras de agua.
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Tabla 3. Concentraciones maximas legisladas para los parametros y tipos de agua

estudiados.

Parametro Tipo de agua L egislacion Concentracion
Cromo Aguas de consumo humano  Real Decreto 140/2003 50 ny/I
Cobre Aguas de consumo humano Real Decreto 140/2003 2 mg/l

Superficiales destinadas a
Cobre potabilizacion Real Decreto 1541/1994 50 ny/l
Cobalto - Pardmetro no legislado -
NH," Aguas de consumo humano Real Decreto 140/2003 0.5 mgl/l
NH," Superficidesdestinadasa ooy pecrerg 1541/1904 1.5 mg/l
potabilizacion
. Superficiales destinadas a
N Kjeldahl potabilizacion Real Decreto 1541/1994 2 mg/l
N Total Lagos o embal ses Real Decreto 849/1986 10 mg/l
. : Orden 13 Agosto 1999
N Total Vertidos de aguas residual es Plan Hidrografico Jicar 20 mg/l
+ Aguas de bario (incluye
NH,4 marinas) Real Decreto 734/1988 *
NTora  Aguadebano(induyeaguas oo pecrer 7341088 *
marinas)

*No existe un valor limite para este tipo de aguas, pero este pardmetro deberd ser verificado cuando exista unatendenciaa

la eutrofizacion de aguas.

Tabla 4 Métodos de referencia establecidos por |a legidacion y méodos mas utilizados

Analito

Cromo

Cobalto

Cobre

Amonio

N Kjeldahl
Aminas

14

recientemente.

M étodo dereferencia
(Legislacién)
Espectrofotometria de emisién
por Plasma-|CP o absorcion
atémica (RD 995/2000)

Espectrofotometria de emisién
por Plasma-|CP o absorcion
atémica (RD 995/2000)

Espectrofotometria de emisién
por Plasma-|CP o absorcion
atémica (RD 995/2000)

Espectrofotometria de
absorcién, reactivo de Nessler,
método del indofenol

M étodos utilizados recientemente en QA

Quimioluminiscencia, absorcion atdbmica,
espectrofotometria de llama, |CP, Fluorescencia de
Rayos X, MSy técnicas acopladas.
Quimioluminiscencia, absorcion atdmica,
espectrofotometria de [lama, |CP, Fluorescencia de
Rayos X, MSy técnicas acopladas.
Quimioluminiscencia, absorcion atémica,
espectrofotometriade [lama, |CP, Fluorescenciade
Rayos X, MSy técnicas acopladas.
Electrodo selectivo, métodos FIA con deteccion
fluorimétrica o amperométrica (biosensores),
quimioluminiscencia, cromatografiaiodnica.
Método de Kjeldahl, Oxidacion con persulfato,
foto-oxidacion UV, oxidacion catalitica a elevadas
Temp. HTCO, deteccion QL de Nitrégeno CLND.

> HPLC

Método de Kjeldahl
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1.2. CARACTERISTICAS Y TENDENCIAS DEL ANALISIS
MEDIOAMBIENTAL

Los avances tecnol6gicos y metodol 6gicos han conducido a una evolucion de la
Quimica Analitica en general y del campo del andlisis del agua en particular. Este hecho
sereflegja en e porcentgje de publicaciones cientificas (aproximadamente un 54%) que se
ha dedicado a las determinaciones en matrices acuosas dentro del campo medioambiental
(revision bibliogréfica en Analytical Abstract en € periodo 1980-2001 [10]).

Los propdsitos generales del analisis medioambiental [4]son la monitorizacion
del fondo (definido como € intervalo de concentraciones en € agua de un cierto
elemento, especie 0 sustancia derivado de fuentes bioldgicas, geoldgicas o aimosféricas
naturales) y la monitorizacion de la contaminacion (determinar la concentracion de
constituyentes dafinos de origen antropogénico).

Los problemas que surgen en € andlisis de aguas son: las bajas concentraciones
de los andlitos, la complgidad de la matriz, la presencia de interferentes, la variabilidad
de las muestras o la especiacion entre otros. En la actualidad, nos encontramos en un
periodo de evolucion de la QA medioambiental, caracterizado por € desarrollo de nuevas
y mejores técnicas andliticas. El protocolo del proceso analitico dependera del problema a
analizar y requerira un estudio de la sensibilidad, exactitud, precision, fiabilidad,
interferencias, efectos matriz, costes y tiempo de andlisis, etc. teniendo siempre en cuenta
factores como la validacion, representatividad, impacto medioambiental y toxicidad de
los reactivos.

El estudio de anaditos a niveles de trazas, requiere un mayor esfuerzo para
garantizar la calidad del andlisis. Cuanto mayores sean la precision y exactitud exigidas,
més estricto debera ser € control de calidad. En este sentido, se han elegido los métodos
quimioluminiscentes para la realizacion de esta Tesis puesto que proporcionan una
elevada sensibilidad en un amplio intervalo dindmico de concentraciones, con una
instrumentacion simple (no requieren fuente de excitacion), amplia versatilidad y se
acoplan facilmente como métodos de deteccion a sistemas de analisis por inyeccion en
flujo o sistemas de separacion cromatogr &ficos.

Como per spectiva de futuro, se han establecido una serie de analitos prioritarios
para los que se deben desarrollar estudios ambientales, proponer métodos aternativos o
mejorar los existentes [11]. Entre elos, se encuentran los metales pesados, €l amonioy €
nitrégeno total, pardmetros que han sido objeto de estudio en esta Tesis.

Los avances metodolégicos y quimicos, vendran marcados por la busgueda de
limites de deteccion cada vez més bgjos y € empleo de sensores o € desarrollo de
técnicas sencillas, de rdpida respuesta, bgjo coste y sin necesidad de persona
especidizado para la vigilancia. La tendencia mas marcada es a la completa
automatizacion, destacando la utilizacion de sistemas de inyeccion en flujo, asi como la
automatizacion de sistemas en HPLC. La derivatizacion de 7 aminas alifaticas con
Cloruro de Danslo en cartuchos C18 y posterior separacion cromatografica con
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deteccion fluorescente (Apéndice 1), o quimioluminiscente por reaccion postcolumna de
los derivados dansilados con TCPO/H,O, (Apéndice 3), se han desarrollado en esta
Tesis. Para la deteccion fluorescente, se ha logrado la automatizacion completa del
andlisis, consiguiendo la derivatizacion en linea acoplada a la separacion
cromatografica (Apéndice 2).

Se ha propuesto un nuevo método fluorescente para la determinacion de amonio
en muestras de agua, basado en la reaccién del amonio con € reactivo OPA-NAC,
comparandose |os resultados con |os obtenidos con € método de referencia de Nessler y
el método del electrodo selectivo que han sido revisados previamente a su utilizacion
(Apeéendice 4. Como complemento, y con la intencion de mejorar la sensibilidad, se
propone un método quimioluminiscente para la determinacién de amonio derivatizando
este en disolucién con Cloruro de Dansilo y separandolo de posibles interferentes
mediante HPLC y posterior generacion de quimioluminiscencia con TCPO/H,0,
(Apéndice 5). Un estudio similar se ha realizado para la determinacion del Nitrégeno de
grupos amino primario mas Nitrégeno amoniacal, mediante la aplicacion del método de
fluorescencia por derivatizacion con € reactivo OPA-NAC (Apéndice 10), o por
deteccion quimioluminiscente basada en la reaccién del Nitrégeno Organico tipo amino
y amonio con Hipoclorito, y medida de la disminucion de sefial quimioluminiscente al
reaccionar con €l luminol (Apéndice 11).

Ademés, se ha extendido € uso de métodos de screening [12-13], que permiten
seleccionar las muestras que superan €l valor legislado, para posteriormente analizarlas
por e método propuesto s estd validado, o por € méodo de referencia que esté
establecido. En esta direccion, se ha propuesto un método de andlisis por inyeccién en
flujo para el screening de muestras de agua para Cu(l1), basado en la disminucion de la
sefial quimioluminiscente emitida por e sistema Coproporfirina I/TCPO/H,O, en
presencia de Cu(l1) (Apéndice 6).

Laespeciacion de elementos metdlicos presenta gran relevancia debido a que las
diferentes especies presentan también diferentes caracteristicas en cuanto a toxicidad,
biodisponibilidad o reactividad. En esta Tes's, se estudia la exactitud del método de
analisis por inyeccion en flujo para la especiaciéon de Cr(l11) y Cr(VI) basado en la
reaccion quimioluminiscente del luminol con H,O, (Apéndice 7). Como complemento a
este trabajo se ha abordado también la influencia del protocolo de acondicionamiento de
las muestras de agua en la deteccion quimioluminiscente de elementos traza (Apéndice
8). Ademas, basdndonos en esta misma reaccién, se propone un método de calibracion
multivariante para la determinacion simultanea de Cr(I11) y Co(ll) en estatico
(Apéndice9).

Los pardmetros basicos que definen un resultado analitico son la exactitud o
proximidad a vaor verdadero, y la incertidumbre expresada como € intervalo de
confianza. Para asegurar la calidad de los resultados medioambientales existen
diferentes metodologias:

= Empleo de buenas précticas de laboratorio: Consiste en redizar las distintas
operaciones del laboratorio en las mejores condiciones de calidad y seguridad.
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Estudio de fuentes de error: Minimizar los posibles errores introducidos en las etapas
del proceso analitico, evaluando la influencia en e resultado final. En e presente
trabajo, y de forma general, se han evaluado las fuentes de error sistemético
constante 'y proporcional corregibles, y se han realizado estudios de interferencias.

Control estadistico para localizar resultados anémalos.

Comparacion de métodos: Estudios de confirmacion: Este criterio ha sido utilizado
también en esta Tesis.

Ensayos de recuperacion: Se utiliza para validar resultados en muestras cuando no se
dispone de un patron certificado. Esta opcion se ha seguido en la tesis de forma
sistemética.

Uso de materiaes de referencia certificado: Este material consiste en una muestra o
patron cuyo contenido en € analito estudiado es conocido y esta avalado por un
organismo competente. En |os trabajos de determinacién de especies metélicas, se ha
utilizado un material de referencia certificado SRM ® 1640.

Ensayos interlaboratorio: Se utilizan para detectar fuentes de error, validar nuevos
métodos, certificar contenidos en materiaes de referencia, etc..

Acreditacién de laboratorio: Un organismo competente ha de aprobar la correcta
realizacion de los andlisis, sometiendo al |aboratorio a auditorias internas y externas.

Con todo esto, queda evidenciada la necesidad de nuevos métodos analiticos para

poder interpretar los datos medioambientales, controlar la contaminacion y establecer €
papel de cada especie en los ciclos naturales.
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1.3. QUIMIOLUMINISCENCIA

1.3.1. PERSPECTIVAHISTORICA

La observacion e investigacion de los fendmenos luminiscentes tiene una larga
historia. Desde tiempos inmemoriales, se conocian sustancias y animaes que
resplandecian en las sombras, por lo que despertaban la curiosidad y las supersticiones
[14]. En la Tabla 5, se describen los principales hechos histéricos que han propiciado la
investigacion de este tipo de fenomenos.

Tabla 5. Hechos histéricos referidos a los fendmenos luminiscentes.

Afio Investigador Hecho

1500-1000 Crénicaschinas  Primeras referencias escritas sobre luciérnagas y gusanos
a.C. Shih Ching luminiscentes (Libro de las Odas).

382-;22 Aristételes Observo que laluz emitida se produciasin calentamiento.
23-79 Caius Plinius Describié con detalle un gran nimero de organismos
d.C. Secundus luminosos.
1555 Conrad Gesner IF:)usbfl ;(r:% rLrj::a!] |cl):)sr|cl)J ?;%? S((::c(;r;tt;m.do trataba exclusivamente de
Escribié acerca del extraordinario color azul intensode un
1565 NicolasMonarde extracto acuoso de la madera Ilamada “lignum

nephrilicum”.

Introdujo la luminiscencia de los sdlidos. Calent6 polvos

de sulfato de bario con carbén y encontré que la mezcla
1603 Vincenzo Cascariolo resultante brillaba en la noche. La piedra se “cargaba’ de
luz solar por €l diay brillaba durante horas en la oscuridad
(fosforescencia). Le [lamoé lapis solaris (piedra del Sol).
Demostro, por medio de filtros épticos, que el color de la
luz emitida durante la noche era la misma que cuando la

=22 MigelesZAIEE ) piedra era expuesta a luz blanca o de otros colores, como
azul o verde.

Athanasius Kircher, Observaron que cuando el extracto acuoso de la madera
Francisco Grimaldi, “lignum nephrilicum” era iluminada con luz blanca,

1655 . : X .
Isaac Newton y aparecia una luz reflejada azul intensa, mientras que la luz

Robert Boyle transmitida era amarilla.

Marcd inicidmente las diferencias esencides entre
1668 Robert Boyle incandescencia y luminiscencia (emision de luz por

materiales calentados o no cal entados respectivamente).

Caracterizé la naturaleza bicromética del cristal de fluoruro
calcico como una emision fosforescencia). Demostrd que
la luz incidente de una region espectral era absorbida y

1845 George Stokes transformada por |la solucién en luz emitida en una region
espectral diferente, de mayor € (Ley de Stokes). La
emision desaparecia instantaneamente cuando se apagaba
laluz incidente. Le dio el nombre de fluor escencia.
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Observé por primera vez la emisiéon de luz causada por

' : reacciones quimicas [15] (QUIMIOLUMINISCENCIA)

L REnisE al burbujear con Q una disolucién etandlica alcalina de
lofina.

Introdujo €l término luminiscencia para describir la

: emision de luz que no requeria un aumento de la
S Eilhard Wedemann temperatura, abarcando la fluorescencia y la
fosfor escencia

1927 Albrecht D&_cribié las propiedades quimioluminiscentes del

luminol [16].

Describieron la luz azul o verde emitida por € nitrato

bis(N-Metilacridinio) (lucigenina) [17].

Propuso un mecanismo basado en la formacion de un ciclo

1964 McCapra de dioxoetanona para explicar la quimioluminiscencia de
las sales acridinicas[18].

1935 Gleuy Petsch

Hoy en dia, laluminiscencia se entiende como €l proceso por € cua un material
genera radiacion no térmica (depende de las caracteristicas del tipo de material) [19]. Asi,
la luminiscencia es la emision de luz por medios diferentes a la combustion y por eso
ocurre a temperaturas mas bajas que las requeridas por la combustion. La intensidad de
emision luminiscente es bgja s se compara con las fuentes incandescentes, pero tiene la
ventaja de que habitualmente emana de cantidades de materia extremadamente peguefias.
Esto proporciona implicaciones beneficiosas para las ciencias andliticas, sin embargo, €
uso de la luminiscencia para el andisis es bastante reciente.

Registrando la intensdad de Iuminiscencia relativa en funcion de la
concentracion, se pueden determinar cuantitativamente (frecuentemente a niveles de
trazas) un amplio rango de analitos tanto inorganicos como organicos. La luminiscencia,
generamente ofrece superior selectividad, detectabilidad y rango lineal comparado con la
espectrometria de absorcion.

Muchas publicaciones analiticas muestran que la metodologia fluorimétrica es
més comUn que la fosforescencia o la quimioluminiscencia. Sin embargo, |os trabajos de
investigacion indican un aumento en la aceptacion de estas dos Ultimas técnicas
espectroscopicas, especificamente cuando se combinan con separaciones cromatogréaficas
[20-24].

Las investigaciones sobre € potencia analitico de la quimioluminiscencia (QL)
para andlisis de rutina datan de los afios 70 para las reacciones en fase gaseosa, y de la
década de |los 80 para las reacciones en fase liquida. Hoy en dia €l interés analitico en la
aplicacion de la QL esta creciendo exponencial mente.
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1.3.2. FUNDAMENTOSY MECANISMOS

La QL se define como la emision de radiacion el ectromagnética, normalmente en
laregion del visible o infrarrojo cercano, producida por una reaccion quimica. Para que se
dé la QL es necesario que la reaccién produzca un exceso de energia, 1o cua es bastante
frecuente sobretodo en reacciones rédox, pero € hecho de que este exceso de energia se
disipe con emision quimioluminiscente, depende en gran medida de la estructura

molecular de los intermedios o productos de reaccion.

L as reacciones quimioluminiscentes pueden generarse mediante dos mecanismos
basicos, por lo que la clasificacion de estas reacciones se ha establecido en funcion de

estos dos mecanismos:

Quimioluminiscencia drecta: Se parte de dos reactivos, A y B, normamente un

substrato y un oxidante. A y B reaccionan dando un intermedio de reaccién en un
estado electrénicamente excitado. Este intermedio, a relgarse hasta € estado
fundamental, emite un fotdn. A veces, en estas reacciones, se requiere un catalizador
que disminuya la energia de activacion y aumenta € rendimiento cuantico de la
reaccion quimioluminiscente.

Quimioluminiscencia indirecta (sensibilizada o de transferencia de energia): El

mecanismo es e mismo para la formacion del intermedio electronicamente excitado,
pero este intermedio no puede emitir directamente € fotén paradar 1a QL y requiere
la presencia de un fluoréforo a cua le transfiere la energia, de forma que €
fluoréforo se excitay a volver a su estado fundamental emite un foton.

EnlaFigura 1, se resumen esquematicamente los dos mecanismos descritos:

A + B
(Precursor QL) (Oxidante)
Catalizador
p*

(Intermedio o producto
€l ectronicamente excitado)

QL QL
DIRECTA F NDIRECTA

P+ hn P+ F*

F + hn

Figura 1. Mecanismos de las reacciones quimioluminiscentes.
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Por tanto, |os procesos quimioluminiscentes comprenden |os siguientes pasos:

=

Reaccion quimicainicial que proporciona e intermedio o producto.

2. Conversion del exceso de energia quimica en excitacion electrénica de este
intermedio.

3. Transferenciade energiaen e caso dela QL indirecta.

4. Emision delaluz por parte de las especies excitadas.

El rendimiento cuantico de una reaccién quimioluminiscente, dependera por tanto
de los rendimientos cuanticos de los cuatro pasos implicados en |os mecanismos.

133. CARACTER[STICAS DE LA QUIMIOLUMINISCENCIA COMO
TECNICA ANALITICA

1.3.3.1. Ventajasy limitaciones de la técnica

En las reacciones quimioluminiscentes, la intensidad de emision es funcién de la
concentracion de las especies quimicas implicadas, por |0 que las medidas de intensidad
de emision pueden emplearse con fines andliticos.

Las principales ventgias de los sistemas quimioluminiscentes que los hacen
adecuados para € andlisis cuantitativo en Quimica Analitica son:

- Elevada sensibilidad y amplio intervalo dinamico de concentraciones, llegando
en algunos casos a limites de deteccion del orden de los femtomoles.

- No requiere fuente de excitacion externa, lo que se traduce en ausencia de
dispersion y de sefides de fondo, en la reduccion de interferencias debidas a procesos
de excitacion no selectivos y en la utilizacion de una instrumentacién mas sencilla
gue otros procesos |uminiscentes.

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

- Se acoplan facilmente como método de deteccion en cromatografia, electroforesis
capilar o inmunoensayo.

Entre las limitaciones de estas reacciones para € andisis, los siguientes
parametros se han de tener perfectamente controlados:

- Los factores experimentales que afectan a rendimiento cuantico y la velocidad de
reaccion son: la estructura quimica del precursor cuimioluminiscente, la naturalezay
concentracion de sustancias que favorecen procesos competitivos no radiantes, €
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catalizador elegido, la temperatura, la fuerza ionica, la presencia de aceptores de la
energia transferida, la presencia de iones metalicos, la hidrofobicidad del disolventey
la composicion de la disolucion.

- El tiempo de medida de |a sefid, debido a que la emisién quimioluminiscente varia
en funcién del tiempo. Tras la mezcla de los reactivos, la emisiéon de luz dcanza
inmediatamente un maximo y después cae hasta la linea base en un rapido destello
menor que un segundo o0 en emision continua que puede durar desde minutos a horas.

En la Figura 2, se muestra un gemplo de la variacion de la sefid
quimioluminiscente con €l tiempo, para la reaccion del luminol/H,O, estudiada en esta
Tesis, utilizando Cr(l11) como catalizador (Concentracion fina Cr(111) 5.5 ng/l). Como se
puede observar, laemision es muy rapida, aproximadamente 1s, y por tanto, e tiempo a
gue se registre la sefid sera muy decisvo.

300 —

200 —

Intensidad de emisién

100 —

[ [ [ [ I
0 1 2 3 4 5
Tiempo (segundos)

Figura 2. Intensidad de emisién quimioluminiscente frente al Tiempo.
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1.3.3.2. Tendencia Actual

La importancia de las determinaciones quimioluminiscentes en e campo de la
Quimica Analitica, ha tenido una evolucién creciente en los Ultimos afics. Durante los
afos 70y 80, lainvestigacion en este tipo de reacciones estaba orientada a la busqueda de
nuevos reactivos quimioluminiscentes [25-27] y € estudio de reactivos estructuralmente
seme antes a los que ya se conocian como quimi ol uminiscentes.

A partir de los afos 90 y hasta la actualidad, los estudios de reacciones
quimioluminiscentes se han dirigido mas hacia la meora en la instrumentacion,
construyendo detectores muy sencillos para este tipo de medidas [28-30], y también ala
obtencién de estos sistemas de deteccion acoplados a técnicas separativas permitiendo la
resolucion y cuantificacion de varios analitos en mezclas complgas por gemplo de
acidos[31], compuestos de nitrégeno [32], o biopolimeros [33]. Las grandes aplicaciones
de la QL ®@mo método de deteccion en flujo, cromatografia liquida o electroforesis
capilar, junto con € gran potencia del inmunoensayo, hacen de la técnica un campo de
investigacion muy interesante en una amplia variedad de disciplinas.

L a deteccion quimioluminiscente es una técnica en pleno desarrollo. El interés de
laQL en Quimica Analitica, queda reflgjado en el nimero de publicaciones cientificas en
revistas de gran prestigio (Analytical Chemistry, Analytica Chimica Acta, The Analyst,
Tadanta, Journal of Chromatography y Journal of pharmaceutical and Biomedical
Anaysis entre otras) que, segun la base de datos Analytical Abstracts desde 1979 hasta la
actualidad (finales de 2003), es del orden de 3700 publicaciones. La Figura 3reflgaé
crecimiento exponencia en e nimero de publicaciones durante estos Ultimos 25 afios.

300 7

200 A

100 +

N° Publicaciones

Afo

0 T T T T T T T 1
1979 1982 1985 1988 1991 1994 1997 2000 2003

Figura 3: Numero de publicaciones en revistas cientificas de ambito internacional frente a
cada afio desde 1979 a 2003.

23



QUIMIOLUMINISCENCIA
1.3.4. REACCIONESQUIMIOLUMINISCENTES

La bibliografia muestra la aplicacion de reacciones quimioluminiscentes en fase
solida, liquiday gaseosa.

Las reacciones en fase sdlida han sido las menos aplicadas pues son reacciones
muy limitadas por la débil emisién que acompafia a la oxidacién de muchos materiales
organicos. Los sblidos se cdientan en presencia de oxigeno y la emisén QL es
proporcional alavelocidad de reaccion. En ausencia de oxigeno, laemision QL se debe a
la descomposicién de los perdxidos formados. Se puede recoger la emision directa de
estas especies o laindirecta (exaltando la QL por adicion de fluoroforos). En este campo,
se han descrito reactores para la deteccion quimioluminiscente en fase solida, utilizando
como soportes metacrilatos polimerizados. Un g emplo es la reaccion de perioxaato con
peréxido ce hidrégeno que utiliza como fluoréforo e 3-aminofluoranteno inmovilizado
en e soporte [34].

Los métodos quimioluminiscentes en fase gaseosa, se han utilizado combinados
con cromatografia gaseosa (utilizando por gemplo la reaccion quimioluminiscente del
ozono [35]), cromatografia de fluidos supercriticos (reacciones del nitrégeno y el sulfuro
[36-38]), y también con detectores de gases no cromatogréficos en 1os que se requiere una
respuesta rgpida como e detector quimioluminiscente de monitorizacion continua de
sulfuro [39]. Algunos de los andlitos que se han determinado mediante esta técnica son:
Oxidos de nitrogeno (NOx), ozono, y perdxido de hidrogeno en muestras atmosféricas, y
deteccion y secuenciacion de DNA, &cidos nucleicos, fosfatasa acalina y oxidantes en
rifiones, cerebro y plasma. En la Tabla 6, se pueden observar las principales reacciones
en fase gas [40] y las condiciones de reaccion necesarias en cada caso, siendo las mas
aplicadas las utilizadas para la determinacion de azufre, fésforo y nitrégeno total. En
algunos casos la reaccion se da a temperatura ambiente, y en otros, se requiere
calefaccién a € evadas temperaturas.

Las reacciones quimioluminiscentes en fase liquida, tienen aplicabilidad en la
determinacién de un amplio rango de analitos, desde elementos metalicos como cromo y
cobalto a niveles traza [41-42], hasta farmacos como tiopronina [43] o azitromicina [44].
Enla Tabla 7, se reflgjan las principales reacciones quimioluminiscentes utilizadas en
fase liquida para diferentes analitos estudiados [40,45]. Se dividiran estas reacciones
segun la QL sea directa o indirecta. Dado que las reacciones quimioluminiscentes
estudiadas en esta Tesis, son en fase liquida, se detallard mas ampliamente este apartado.
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Tabla 6. Principales reacciones quimioluminiscentes en fase gaseosa.

Analito  Reactivo | ¢, (nm) Reaccion Temperatura
S+S® S
Azufre o
H, 384-394 S, ® S, + hn Llama H,
Compuestos Comp-P® HPO'
Fésforo H, 526 HPO ® HPO +hn Llemelit,
Algueno + O3 ® CO
O, Alquenos 300-600 CO+ O;® CO, +0O,® 25°C
CO, +hn
Hidro- HC+0O;® CO
Carburos Os 300600 CO+ O;® CO, +0,®  150-200°C
CO, +hn
NO+O;® NO, +0O,
NO N 0
s 590 NO,” ® NO, +hn 25°C
Compuestos NO+O;® NO, +0O,
Nitrégeno ~ O2/Os 590 NO, ® NO, + hn 800-1000°C
Comp-S® SO
C %t *
Sifredos.  Hz 260480 SO+ 0;® SO, +O,  Llamah,
SO, ® SO, +hn

Tabla 7. Principales reacciones quimioluminiscentes en fase liquida.

Reaccién

Oxidacion del luminol en medio
basi co acuoso
Oxidacion del luminol en
dimetilsulféxido
Oxidacion de lalucigenina con
peroxido de hidrégeno alcalino

Oxidacion de lofina en medio
etandlico con hidréxido sodico

Oxidacion de perioxalatos

Reduccion de
tris(2,2'-bipiridil)rutenio(l11)
Oxidacion de alcaloides con

permanganato potasico en medio
acido en presenciade
polifosfatos
Oxidacién de D-luciferina con
luciferasa dependiente del ATP
pH 8.6

Analitos
Catalizadores (Cr(l11),

Co(ll),...), H2O5, luminal..

Superéxido
Cu(I1),Pb(I1), Hg(I), I, ...

Na*, Mg?*, lofina
Proteinas, Cl, , porfirinas,
derivados del DnsCl,...

Aminas, Aminoacidos,
Alcaloides, i6n oxaato,...

Alcaloides, anestésicos,
aminoécidos, indoles,
acido ascorbico, fenoles, ..

ATP, enzimaluciferasa,
Mg(ll),...

| Rendim.
WEESEUL cuéntico*
425 nm 0.01
500 nm 0.05
440 nm 0.016
525 nm -
Depende del
sensibilizador 0.05-0.5
610 nm -
680 nm -
560 nm 0.88

*Laintensidad de emision de unareaccion depende del rendimiento cuéntico, que es unamedida
de la eficiencia de la reaccién quimioluminiscente. Los rendimientos cudnticosvan desde 1- 10%°
(QL ultradébil) hasta cercade 1 (procesos bioluminiscentes).
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135. REACCIONES QUIMIOLUMINISCENTES DIRECTAS EN FASE
LIQUIDA

1.3.5.1. Reaccionesded Luminal y sus analogos

Bl luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazindiona), es uno de los reactivos
guimioluminiscentes més comunmente empleado en fase liquida. Fue presentado por
primera vez en 1928, y la caracterizacion de la cinética de reaccién y las especies
emisoras requirid6 més de tres décadas de investigacion. El luminol se oxida cas
cuantitativamente a 3aminoftalato en medio basico tanto en disolventes polares como
apolares. El mecanismo propuesto para lareaccion [45] es €l que se muestraen laFigura
4,

o o)
NH O, N 0O,
H OH" N
NH, © NH,
Luminol
o 0 N
N o
” o' + N2
NH, NH, O
3-aminoftalato
(0]
&
= o + hn (I =425nm)

NH,

Figura 4. Mecanismo propuesto para la reaccion del luminol.

Como oxidantes de la reaccion, se han utilizado: € permanganato en la
determinacion de paracetamol en farmacos [46] o de urea en tegjidos de plantas [47]; €l
hipoclorito, en la determinacion de amonio [48] o catecolaminas [49]; y € yodo, en la
determinacion de penicilinas [50-51]; pero € oxidante més utilizado ha sido € perdxido
de hidrégeno.
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Cuando la reaccién del luminol con peréxido de hidrégeno se da en medio
organico (en dimetilsulféxido), no se requiere ningun catalizador, pero cuando se da en
medio acuoso, ® requiere la presencia de un catalizador. Como catalizadores, se han
utilizado diferentes metales de transicion (Co**, Cu?*, Fe**, Cr**,...) [52-54], ferricianuro
[55-56], 0 algunos metalocomplejos (hemina, hemoglobina y peroxidasas [57-58]). La
intensidad de emision quimioluminiscente tiene un maximo a 425 nm cuando se trabgja
en medio acuoso, y a 500 nm cuando se trabaja en dimetilsulfoxido. El pH dptimo de la
reaccion estaentre 8 y 11, dependiendo del catalizador.

Lareaccion se ha utilizado para la determinacion de los catalizadores (limites de
deteccion desde 1 M hasta 1 nM segun las especies), del H,O, (limite de deteccion 0.1
nM) o del luminal (limite de deteccion 1 pM) [59-60].

También se puede iniciar lareaccion QL e ectroquimicamente, sobre un electrodo
de Ag/AgCl a +0.5V [61-62]. Los limites de deteccion con QL electrogenerada son
similares alos obtenidos con un catalizador convencional.

En los ultimos afios, se han revisado compuestos de estructura similar a luminol
con la intencion de mejorar e rendimiento cuantico, y se ha concluido que la menor
ateracion en € anillo heterociclico destruye las propiedades quimioluminiscentes de la
molécula

El luminol se puede enlazar a algunos anditos para inmunoensayo mediante la
sutitucion de los hidrégenos del grupo amino primario; esta sustitucion provoca una
disminucién en laintensidad de emision quimioluminiscente.

Compuestos derivados del luminol como e isoluminol (4-aminoftalhidrazida)
[63-64] también presentan propiedades QL pero son nenos eficaces. Otro derivado del
luminol, e ABEI (aminobutiletilisoluminol) [65-66] se utiliza como reactivo marcador.

En esta Tesis, se presentard una guia para evitar los errores sistematicos en la
determinacion quimioluminiscente de Cr(l11) y Cr(VI) en medio acuoso, utilizando la
reaccion del luminol con H,O, y un sistema de analisis por inyeccion en flujo (Apéndice
7). Se revisara también la influencia de los protocolos de acondicionamiento de la
muestra en el analisis quimioluminiscente de elementos metalicos a niveles de trazas
(Apéndice 8). Por otra parte, se aplicara esta misma reaccion en estatico, proponiendo
un modelo de calibracién multivariada para la determinacion quimioluminiscente
simultanea de Cr(I11) y Co(Il) (Apéndice 9). En todos los asos, se abordara € anélisis
de muestras de agua.

También se propone la utilizacion de la reaccién del luminol con Hipoclorito
sodico como oxidante en medio basico. Se determinard la cantidad de Nitrogeno
Organico (aminas y aminoacidos) y Amoniacal en muestras de agua basandose en la
disminucion de la sefial QL por reaccion de los compuestos de nitrégeno con hipoclorito
para dar cloraminas (Apéndice 11). La determinacion QL se comparara con la
estimacion del Nitrogeno Kjeldahl Total por digestion-destilacion y deteccion
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fluorescente basada en la reaccion del amonio con € reactivo OPA/NAC o UV/is
basada en |a reaccion del amonio con € reactivo de referencia de Nesser (Apéndice 10).

1.3.5.2. Reaccién delosésteresde acridinio

Los ésteres de acridinio reaccionan con peréxido de hidrogeno en medio acalino
dando lugar a N-Metilacridona en estado excitado gue emite luz a 440 nm. El mecanismo
propuesto para esta reaccion [40] se muestra en la Figura 5, no se requiere de
catalizadores. Se ha utilizado para la determinacion cuantitativa de perdxido de hidrégeno
[67], perolaprincipa aplicacion de estos ésteres radica en su UsO como marcadores en
inmunoensayos [68] y estudios de DNA [69-70].

Los maximos rendimientos cuanticos en laemision QL de los ésteres de acridinio
se obtienen a pH 12-13, pero a estos pHs los ésteres de acridinio se descomponen dando
una pseudo-base no-quimioluminiscente. Por esto, €l H,O, se aflade en medio acido para
reconvertir la pseudo-base a éster de acridinio y posteriormente se afiade d hidroxido
sodico parainiciar lareaccion QL.

Al igua que en la reaccion del luminol, también se puede generar e HO,
electroguimicamente.

X C|H3
OH, H,0 N
= 1Yo O % IO

O

N-Metil acridona*
NMA*

| |

Ester de acridinio
NMA + hn

Figura 5. Mecanismo de la reaccion QL de los ésteres de acridinio.

La lucigenina, nitrato de bis-N-acridinio, no lleva € grupo éster, pero sigue €
mismo mecanismo que |os ésteres, con la Unica diferencia que requiere de la presencia de
iones metalicos de transicion que actlian como catalizadores. Por esta razén, se puede
utilizar también la reaccion para la determinacion de iones metdliicos s se utiliza
lucigenina como reactivo quimioluminiscente.
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1.3.5.3. Reaccion de Tris (2,2'-bipiridina) rutenio (111)

L as propiedades fotoluminiscentes de los N'N’ quelatos de Ru(ll) fueron
presentadas por primeravez en 1959, y posteriormente en 1962, se observo la QL emitida
por d Trig(2,2 -bipiridina) rutenio (111). Sin embargo, hay muy poca informacion acerca
del mecanismo de la reaccién.

El estado excitado del complejo Ru (bipi)s>*, produce una emisién naranjaa 610
nm. La emisién es fosforescencia quimicamente inducida. Se puede llegar a este estado
excitado de diferentes formas [45]:

= Ru(bipi):* + Rubip)s ®  [Ru(bipi)s>]*
= Ru(bipi);’ + Oxidate ®  [Ru(bipi)s®]* + Oxidante
* Ru(bip)s> + Reductor ®  [Ru(bipi)s°]* + Reductor”

Laintensidad de quimioluminiscencia en estas reacciones es proporciona ala
concentracién de cualquiera de los reactivos.

Como reductores se pueden utilizar una gran variedad de compuestos, pero no
todos producen latipica QL naranja. Algunos que si la producen son: aminas [71-72],
aminoacidos [ 73], alcaloides [74-75] eion oxdato [76-77], a concentraciones incluso por
debgjode 1 10™°M.

Lareaccion es tan selectiva que incluso para acaloides como la codeinay la
morfina con una estructura quimica tan similar, la codeina se puede determinar, pero la
morfina no da QL. Esto ha dado lugar a que no existan todavia mecanismos definitivos

para este tipo de reaccién. Paralas aminas, la respuesta aumenta con € nimero de
sustituyentes (terciarias > secundarias > primarias).

Recientemente, se ha estudiado un complgo similar Ru(Phen)s** (Phen: 1,10-
fenantroling), que presenta mayor emision a oxidarse con Ce(IV) en medio sulfurico.

1.3.5.4. ReaccionesBioluminiscentes

Los sistemas mas utilizados se basan en la reaccidn de luciferina-luciferasa [ 78-
79). La enzima luciferasa (muy especifica) cataliza la oxidacion por e aire de la
luciferina en presencia de ATP, que se consume como substrato y emite uz a 562 nm.
Para esta reaccion es necesaria la presencia de Mg(ll) para que la luciferasa muestre su
actividad. Por cada molécula de ATP consumida, se emite un foton, por esto, esta
reaccion es un sistema analitico ideal para detectar la presenciade ATP.
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Este sistema se emplea en e ambito de la gestion y garantia de calidad para
aumentar la higiene en alimentos, en control de calidad ambiental, en el seguimiento de
plantas de aguas residuaes y en laindustria farmacéutica, entre otros.

1.3.5.5. Reacciones de oxidacioén directa

Existen reacciones quimioluminiscentes por combinacién de una especie dada
con oxidantes y reductores fuertes en diferentes condiciones quimicas. Se han utilizado
estas reacciones para la determinacion de aminoécidos, SO, o morfina con MnO, en
medio &cido y acalino [80-81], &cido ascorbico con Ce(1V) [82], nitrito con H,O, [83],
tetraciclina con Br, [84], entre otras aplicaciones. Otros oxidantes utilizados
habitualmente son & CIO" y & 10,". Normamente, cuando la oxidacién o la reduccion del
analito da un producto fluorescente o € andito en si presenta fluorescencia, cabe la
posibilidad de que la oxidacién del andito produzca emision QL. Para aumentar la
emision QL en estos casos, se han afiadido al medio de reaccion sensibilizadores, medios
micelares o catalizadores. Estas reacciones, se han aplicado principalmente a métodos de
inyeccion en flujo con deteccidn quimioluminiscente.

1.36. REACCIONES QUIMIOLUMINISCENTES INDIRECTAS EN FASE
LiQUIDA

1.3.6.1. Reacciones con dioxoetanos

Los dioxoetanos son peroxidos ciclicos de 4 miembros. Muchos de ellos son
inestables y se han descrito como intermediaios en  muchas reacciones
quimioluminiscentes. Su estabilidad relativa depende de los grupos sustituyentes. A
temperatura ambiente, los 1,2-dioxoetanos sustituidos son estables, pero pueden
descomponerse quimicamente produciendo la QL. Los 1,2-dioxoetanos utilizados en las
reacciones quimioluminiscentes tienen un grupo adamantil en una parte del anillo, y un
grupo arilico sustituido (ArilO-X) en la dra. La estabilidad de esta molécula se pierde a
anadir un reactivo que provoca una reaccion de transferencia de carga eiminando €
grupo X que estabilizaba la estructura, dando lugar a su descomposicion esponténea que
proporciona un éster arilico en estado excitado. El mecanismo detallado [40] se puede ver
enlaFigura®.

La emision QL la darén, tanto la especie arilica excitada de forma directa, como
un fluoréforo afladido a la mezcla de reaccion a cud le transfiere la energia (QL
indirecta). Esta reaccion, se ha utilizado para la determinacion de dioxoetanos como los
5-tert-butil- 1-(4-hidroxibenz[ d] oxazol-6-il)-4,4- dimetil-2,6, 7-trioxabiciclo[ 3.2.0] heptanos
[85]; para la determinacién de los fluoréforos, como b-dicetonatos de praseodimio (111),
neodimio (I11) e Yterbio (I11) excitados en la descomposicién de 1,2-dioxoetano [86]; o

30



Capitulo 1. INTRODUCCION

para la determinacion del reactivo utilizado en la reaccion de descomposicion del 1,2-
dioxetano como & enzima proteasa [87].

=0 5ch, 0 5ch, C|)
CH3O
- — — hn
_
OX -

Figura 6. Mecanismo de la reaccion QL de dioxoetanos.

1.3.6.2. Reacciones con per oxioxalatos

En QL indirecta, @ sistema mas frecuentemente utilizado se basa en la reaccién
guimioluminiscente de los peroxioxalatos (PO-CL). En estas reacciones, un éster aril
oxadato es oxidado por peroxido de hidrogeno en presencia de un fluoréforo. El
mecanismo propuesto [45] utilizando bis-(2,4,6-triclorofeniloxaato) (TCPO) se muestra
en la Figura 7. En la reaccién, se forma un intermedio de elevada energia, la 1,2-
dioxoetanodiona, que forma un complego de transferencia de carga con € fluoréforo; €
fluoréforo cede un eectron a intermedio y e complgjo se disocia, acanzando €
fluoréforo un estado excitado. La emision se produce a volver € fluoréforo a estado
fundamental. Por tanto, las meores condiciones de emisién quimioluminiscente se
obtendran cuanto mas facilmente oxidable sea € fluoréforo.

cl ﬁ) ﬁ cl
cl 0—C—C—o0 C + H0,— =
a e

(0]
Cl o o |
Il

— Cl O0—C—C—0—OH ——»

O

T
|

Cl

O O

1l o

— |C_c|: F — = P +200, —> F+hn
0—0O

Figura 7. Mecanismo propuesto para la reaccion QL con peroxioxalato.
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Puede afadirse a la reaccién una base débil como trietilamina o imidazol, para
catalizar la reaccion y aumentar la intensidad de QL obtenida. La reaccion se da en un
amplio rango de pH, desde 5 a 9, pero generalmente se utiliza un pH cercano a la
neutralidad. El principal inconveniente de la reaccion es la limitada solubilidad y
estabilidad de los peroxioxalatos en medio acuoso. Generalmente se utilizan disolventes
organicos para evitar problemas de degradacion del reactivo.

En la Tabla 8 se pueden ver las caracteristicas de algunos de los ésteres de
oxaato [15] utilizados en esta reaccion. La QL total es € érea bgo la curva de emision.
De estos ésteres, los més utilizados son el TCPO y e DNPO.

Tabla 8 Principales caracteristicas de algunos peroxioxalatos.

. . L Tiempo de
Reactivo quimioluminiscente QL Total emision (s)
Bis(2,4-dinitrofenil)oxalato DNPO 7500 11
Bis(2,4,6-triclorofenil)oxalato TCPO 8990 23
Bis(2-(3,6,9-trioxadecil oxicarbonil)-4-

Nitrofenil)oxalato TDPO 9370 13
Bis(2,6-fluorofenil)oxalato DFPO 5650 97
Bis(2- (3-oxabutiloxicarbonil)-4-

Bromofenil)oxalato MBO-1 4630 630
Bis(2- (3,6-dioxaheptiloxil carbonil )-4-

Bromofenil)oxalato MBO-2 =000 750

Estetipo de reacciones, se ha utilizado para la determinacion cuantitativa de H,O,
obteniendo limites de deteccion del orden de 0.18 pM [88]. La aplicacion analitica més
comun, ha sido la deteccion en cromatografia liquida de fluoréforos o compuestos que no
son fluorescentes pero pasan a serlo a derivatizarlos con cloruro de dansilo (como
aminoacidos [89, 23], esteroides [90], aminas aliféticas [91] y acidos carboxilicos [92]
entre otros).

Para fluoréforos fécilmente oxidables tales como los derivados del dansilo, la
deteccion quimioluminiscente proporciona mayor sensibilidad que la fluorescente, debido
aque no existe dispersion debida a la fuente de excitacion.

En esta Tesis, la reaccién con peroxioxalatos y concretamente, la reaccion del
TCPO/H,0,, se ha aplicado a la determinacién de Cu(ll). La Coproporfirina | actia
como fluord6foro en la reaccion del peroxioxalato. En presencia de Cu(ll), la intensidad
de emision disminuye por formacién del complejo Cu(ll)-Coproporfirina |. Basado en
esta reaccion de inhibicion, se ha disefiado un sistema FIA para € screening de Cu(l1) en
muestras de agua (Apéndice6).

Ademés, se ha utilizado esta misma reaccién para la determinacion cuantitativa
y screening de NH,* en muestras de agua mediante HPLC. Para ello, se ha derivatizado
en disolucién e amonio con cloruro de dansilo, de forma que e derivado actta de
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fluoréforo en la reaccion quimioluminiscente. El derivado se inyecta en un sistema
cromatogréafico y posteriormente se mezcla con TCPO y H,O, en un sistema post-
columna Apéndice 5. El méodo se compara con otros tres métodos estudiados, €
método de referencia de Nessler, e método del electrodo selectivo, y un método
fluorescente basado en la reaccion del amonio con e reactivo OPA/NAC (Apéndice4).

Finalmente, se ha aplicado también esta reaccién a la determinacion cuantitativa
de aminas alifaticas en aguas mediante HPLC, derivatizando las aminas con cloruro de
dansilo en cartucho C18 de extracciéon en fase solida, metodologia introducida por
primera vez por € grupo en 1996. La mezcla de derivados de aminas se inyecta en €l
sistema cromatogr afico donde se separan los derivados y posteriormente se mezclan con
los reactivos TCPO y H,0, en un sistema post-columna (Apéndice 3). Hemos comparado
los resultados obtenidos utilizando deteccién quimioluminiscente con los obtenidos
mediante la deteccion directa del derivado tanto por fluorescencia como por UV/vis
(Apéndice 1). Se compara también con un sistema totalmente automatizado en € que la
derivatizacion con cloruro de dansilo se lleva a cabo en linea utilizando deteccién
fluorescente (Apéndice 2).
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14. REACTIVOS

EnlaTabla 9, se muestrad listado de reactivos utilizados para la realizacion de
esta Tesis, las casas comerciaes que los suministraron y los pictogramas de seguridad de
cadauno de llos.

Tabla 9 Listado de reactivos, casas comerciales y pictogramas de seguridad.

: Casas x :'943' & “:: % ;
Reactivo Comerciales ¥ % x _— ,

Xi X,  TIT+ 11+ C

b-Feniletilamina Sigma X
1,7-diaminoheptano Sigma X
2,4,6-triclorofenil oxalato Fluka X
Ac. Etilendiamintetracético Probus
Acetato aménico Panreac
Acetona Scharlau +X
Acetonitrilo Scharlau, J.T.Baker X +X
Acido aspértico Aldrich
Acido bérico Scharlau X
Acido clorhidrico Fluka, Merck X
Acido glutamico Aldrich
Acido nitrico Merck X
Acido sulfdrico Fluka, Merck X
Alanina Aldrich
Albumina bovina Fluka
Arginina Aldrich X
Butilamina Sigma +X X
Cadaverina Sigma X
Carbonato sédico Panreac, Merck X
Carbonato sddico decahidratado Probus X
Cisteina Aldrich
Cloruro aménico Probus X
Cloruro de Cromo (I11) Panreac X
Cloruro de Cadmio Panreac X +X
Cloruro de Cobalto (1) Panreac X X
Cloruro de Cobre (1) Panreac X X
Cloruro de dansilo Sigma X
Cloruro de hexadeciltrimetilamonio Fluka
Cloruro de Hierro (I11) Panreac X
Cloruro de Mercurio (1) Panreac, Merck +X
Coproporfirinal dihidrocloruro Aldrich
Dicromato potésico Panreac X
Dietilamina Sigma X +X X
Dimetilamina Sigma +X X
Espermidina Sigma X
Espermina Sigma X
Etilamina Sigma X X
Fenilalanina Aldrich
Glicocola Aldrich
Hexilamina Sigma +X X
Hidrégeno carbonato sédico Panreac
Hidroxido potéasico Probus X
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Hidroxido sédico
Hipoclorito sédico
Histidina
Imidazol
Isoleucina
| sopropilamina
Leucina
Lisina
Luminol
M ercaptoetanol
Metanol
Metilamina
Metionina
N-acetil-L-cisteina
Nitrato de Co(l1) hexahidratado
*Nitrato de cromo (l11)
*Nitrato de Niquel hexahidratado
N-Propilamina
Orto-ftaldialdehido
Oxido de mercurio (I1) rojo
Pentilamina
Peréxido de Hidrégeno
Polivinil alcohol
Prolina
Putrescina
Serina
s-Triazina
Sulfato aménico férrico
dodecahidratado
Sulfato aménico ferroso hexahidratado
Sulfato de Cu(ll) pentahidratado
Sulfato de manganeso monohidratado
Sulfato de Zinc heptahidratado
Sulfato potasico
Sulfito sodico
Tartrato sodico-potésico
Tetraborat o sddico decahidratado
Tetrahidrofurano
Tiosulfato sadico
Tiosulfito sodico
Tirosina
Treonina
Trietilamina
Trimetilamina
Triptéfano
Triton X-100
Urea
Valina
Y oduro potasico

* Oxidante. E X;: Irritante.

Inflamable/Muy inflamable, =

*

Probus, Panreac,
Merck
Prolabo
Aldrich
Sigma, Fluka
Aldrich
Sigma
Aldrich
Aldrich
Fluka
Scharlau
Scharlau
Sigma
Aldrich
Fluka
Panreac
Panreac
Merck
Sigma
Fluka
Panreac
Sigma
Panreac, Merck
Probus
Aldrich
Sigma
Aldrich
Fluka

Panreac

Panreac
Merck
Panreac
Merck
Prolabo
Prolabo
Panreac
Panreac
Scharlau
Prolabo
Prolabo
Aldrich
Aldrich
Sigma
Sigma
Aldrich
Fluka
Prolabo
Aldrich
Guinama

‘ (89

Xn: Nocivo. L

X
X X
+X X
X X
X +X
+X X
+X X
+X X
X
X
X
+X

T/T+: Téxico/muy toxico. & N+:

"l c: corrosivo. % N: Peligroso para el medio ambiente.
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APARATOS, MONTAJES, INSTRUMENTACION Y
SOFTWARE

Los aparatos, instrumentos y software utilizados en esta Tesis son los siguientes:

pH-imetro Crison micropH 2000.

pH-imetro Crison equipado con un eectrodo sensible a gases de amoniaco.

Agitador magnético-Calefactor (Raypa, Spain).

Boma peristaltica Gilson Miliplus 3 (France).

Vavulas para FIA: Rheodyne (Coati, CA) 5041.

Unidad de digestion Kjeldahl: Tecator system 6, 1007 Digestor (Hoganas, Sweeden).
Unidad de destilacion Kjeldahl: Bichi 323 (Switzerland).

Centrifugadora: Labofugue 200 (Herraeus Sepatch, Germany).

Sistema cromatografico equipado con una bomba cuaternaria (Hewlett Packard Series
1100, Palo Alto, CA, USA) y una vavula de 6 vias para alta preson Rheodyne
modelo 7000 (Figura 7A). Detector UV/vis (Hewlett Packard 1040 M Series Il) o
detector programable de fluorescencia (Hewlett Packard 1046 A) (Figura 8B).
Estaba conectado con & sistema de almacenamiento y procesado de datos Hewlett
Packard Chem-Station.

Figura 8. A) Equipo cromatogréfico HP1100. B)Detectores UV/visy Fluorimetro.
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Espectrofotometro de fila de diodos HP 8452 UV-visible (Germany), equipado con
una celda de cuarzo de 1 cm de camino éptico, conectado a un PC Hewlett Packard
Vector XM 5/90, controlado por € software G1115AA (Figura 9).

Figura 9. Espectrofotometro HP 8452 conectado a un PC Hewlett Packard Vector XM 5/90.

= Sistema cromatografico equipado con una bomba cuaternaria e inyector automético
(Hewlett Packard Series 1050, Palo Alto, CA, USA). Sistema de reaccion Post-
Columna PCX 5100 (Pickering Laboratories, Mountain View, CA, USA) equipado
con dos bombas isocréticas que trabgjan a flujo estable. Detector Jasco CL-1525
(Ishika-cho, Hachigji-shi, Tokio, Japan) controlado por € software cromatografico
Borwin y con unainterfaz Hercule Lite (MBS, France) (Figura 10).

Figura 10. Equipo cromatogréafico 1050, Sstema post-columna PCX-5100, detector Jasco
CL-1525 e interfaz Hercule Lite.
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=  Fluorimetro Hitachi F4500, 700v (Tokio, Japan) equipado con una celda de 1 cm de
camino o6ptico (Figura 11).

Figura 11. Fluorimetro modelo Hitachi F4500.

»  Fluorimetro Jasco FP-750 (Tokio, Japan), equipado con un médulo agitador y un
sistema para lainyeccion de muestra a través de un septum con una jeringa Hamilton
digital (Nevada, USA) (Figura 12).

Figura 12. Fluorimetro Jasco FP-750.

= Detector quimioluminiscente FireFly CL Detector (Globa FIA Inc. P.O. Box 480,
Fox Idland, WA 98333) (Figura 13), controlado por un registrador o por € software
cromatogréfico Borwin con unainterfaz Hercule Lite (IMBS, France).

Figura 13. Detector FireFly CL.
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Los esquemas utilizados para las separaciones cromatogréaficas de los
derivados dansilados son:

= Paraladerivatizacion en linea de aminas difaticas con Dns-Cl acopladaaHPLC con
deteccién fluorescente (Apéndice 2), € esquema es € que se muestra en la Figura
14:

p
-
CIRC Bomba 2-

Columna
Primaria

(Fluorescenda)

B

Figura 14. Esguema correspondiente a la derivatizacion en linea acoplada a la
separacion cromatogr afica (Apéndice 2).

= Parala determinacion quimioluminiscente de aminas diféticas o de amonio en agua
mediante HPLC (Apéndices 3 y 5 respectivamente), se ha utilizado € mismo
esguema (Figura 15) de separacion y sistemna post-columna acoplado.

I
I
|
LW | [ tcpozs mM Per6xido de
| 0.35 ml/min hidrégeno 0.011M
| Bomba 2 0.35 ml/min
Muestra | Bomba 3

| .
I

Acetonitrilo : Imidazol |

Tampon pH 7 |

Modo de elucion:

Gradiente |

Bomba 1 |
I
I Detector QL

Sistema Post- columna

Figura 15. Esguema correspondiente a la separacion cromatogr afica de aminas
alifaticas (Apéndice 3) / amonio (Apéndice 5) acoplada a un sistema de reaccion post-
columna con deteccién quimioluminiscente.
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En esta Tesis, se han utilizados tres montajes de analisis por inyeccion en flujo

(FIA):

El montgje utilizado en € método propuesto para € screening de muestras de Cu(ll)
(Apéndice 6), se muestraen laFigura 16:

Bomba 1
v (mL/min)
CTAC 102M 07

H,0,0.7M
Bario

Muestra (10°M 2.2 m \NM

Coproporfirinal)

400 nL 200 ni L=12cm
HO 5 Detector
QL
H,O 2.9 L=75cm
Bomba 2
v (mL/min)

Figura 16. Sstema FIA utilizado en el Apéndice 6.

El montaje utilizado en la elaboracién de una guia para la eliminacion de los errores
sistematicos en la especiacion de Cr(l11) y Cr(VI) (Apéndice 7), asi como en €

estudio de lainfluencia de los protocol os de acondicionamiento de muestras de agua
en la deteccion quimioluminiscente de elementos traza (Apéndice 8) se muestraen
laFigura 17:

Bomba
Instrumento
H,0,0.1 M
Celdade
deteccion
Luminol 1.2 mM _
Vélvula de ] .'
EDTA 0.01M, inyeccion Detector
KOH 0.02 M
Muestra
u » Desecho

Figura17. Sstema FIA utilizado en los Apéndices 7 y 8.
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El montgje utilizado en la determinacién del Nitrogeno Orgéanico amino y amonio
mediante la reaccion del luminol con Hipoclorito en medio basico (Apéndice 11) s
muestraen la Figura 18:

Hipoclorito 9 M,

0.144mM CO,2 Reactor,
JHCO; pH 11.2 400 L
Muestra,
Bucle:
50 mL
H,0O
. N
Luminol 1 mM, " W
0.2M CO,2
/HCO, pH 11.2
Celdade
deteccién

Figura 18. Sstema FIA utilizado en el Apéndice 11.
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Capitulo 2. RESULTADOS OBTENIDOS Y DISCUSION

2.1. REACCION DEL TCPO

2.1.1. SCREENING DE AMINAS ALIFATICAS Y DISMINUCION

DE SUSLIMITES DE DETECCION EN AGUAS.

Este apartado se ha desarrollado en tres partes:

Preconcentracion y dansilacion de aminas diféticas utilizando cartuchos C18 de
extraccion en fase sdlida y posterior separacion cromatografica de los derivados
dansilados con aplicacién a andliss de screening en muestras de agua
medioambientales. Deteccién UV o fluorescente.

Automatizacion del procedimiento anterior: Derivatizacion en linea de aminas
aiféticas con Dns-Cl acopladaa HPL C con deteccion fluorescente.

Determinacion quimioluminiscente de los derivados dansilados de aminas aliféticas
formados en cartuchos C18, mediante HPLC. Aplicacion a muestras de agua.
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2.1.1.1. PRECONCENTRACION Y DANSILACION DE AMINAS ALIFATICAS
UTILIZANDO CARTUCHOS C18 DE EXTRACCION EN FASE SOLIDA.
APLICACION AL ANALISIS DE SCREENING EN MUESTRAS
MEDIOAMBIENTALESDE AGUA.

Existe muy poca informacion acerca de la existencia de aminas difaticas en
aguas residuales industriales y en aguas superficiales. La cromatografia gaseosa (GC) [1-
5] y la cromatografia liquida (LC) [6-12] son las principales técnicas utilizadas para la
determinacion de estos andlitos. En la Tabla 10 se muestran agunos de los
procedimientos descritos en la bibliografia para la determinacion de aminas en muestras
de agua a niveles de concentracion bajos utilizando GCy LC.

Tabla 10. Condiciones de derivatizacion de aminas alifaticas.

Reactivo Muestra Tratamiento dela muestra Detec. LD Ref.
Cromatogr afia Gaseosa (GC)
; ; Deriv. directal5-30 mina80°C,
Pentafluobenziladehido A_gua pH 10y SPME y espaciado de FID 0.4- 26 1]
resdual ppb
cabeza.
L Agua SPME y espaciado de cabeza NPD y
residual (30min) ms  56peb [2]
- Agua Muestras acidificadas NPD 12-40ppb [3]
L Muestrasacidificadasy espaciado 0.2-20 ppb
R de cabeza (80°C y 15 min). NPD 0.01-3ppm [4l
Agua Deriv. directa30 min aT2amb.
Bencenosulfonil cloruro  residualy ~ Medio basicoy extraccion con MS 0lppb  [9]
superficial CH,Cl,.
Cromatogr afia Liquida (L C)
N-hidroxisuccinamidil Deriv. 30 min 45°C en tampo6n
fluoresceina-O-acetato R borato pH 8.5. i 2]
3,5-dinitrobenzoil Deriv. en C18-SPE2 minaT?
cloruro (DBN) R amb. En tampdn borato pH 10. o ES[E [3l
Acridina-9-acetil-N- Agua Deriv. directa 10 min a50°C en FL 17-87 4
hidroxisuccinimida residual tampon borato pH 8-9. fmol [4]
: Enriquecimiento en lineaen pre- .
CIorl(JIrjoNdSe-gl:;\nslo Agua columna |RC-50. Deriv. en linea CL 12;? 0 [5]
a65°C en tampon borato pH 11.
Aguade Deriv. directa15 min a40°C en 0.2-0.6

Fenil isotiocianato rio, grifo, tampon carbonato. Limpiezadela UV ppb [6]
superficial solucion derivatizada (C18).
4-(5,6'-
dimetoxibenzotizoil ) Patrones  Deriv. 30 min a80°C en NH,OH. FL [7]
fenilisotiocianato
Amberlita CG-120, recogida en

HCI, evaporaday redisueltaen 1 0.02-1.2
Fluram Agua mL de tampdn borato. Deriv. pH oV ppb [8]
10.
Deriv. en C;g-SPE. 2minaT? 0.25-5
(FMOC) Agua il ol i) FL B [13]
Cloruro de Dansilo Agua Deriv. en C18-SPE 15 mina85°C ~ UV- 3-15 pob Este
(DNS-CI) residual en tampon carbonato pH 9.5. FL PP rabgo
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Debido alas propiedades quimicas de las aminas aliféticas, y sus bajos niveles de
concentracion en las muestras, la mayoria de los procedimientos descritos requieren
técnicas de enriquecimiento como la extraccion liquido-liquido (LLE), o mas
recientemente la extraccion en fase solida (SPE), o la micro extraccion en fase solida
(SPME), normamente combinada con derivatizacion pre- o post-columna en los
procedimientos de HPLC. En cromatografia de gases, se ha utilizado |a técnica de SPME-
espaciado de cabeza [1,2], megorandose los limites de deteccion hasta en tres érdenes de
magnitud para el andisis de aminas en aire y en matrices acuosas. En HPLC, las aminas
de bajo peso molecular normalmente se extraen con resinas Amberlita CG-120 [12] o
sorbentes de intercambio catidnico [14], mientras que sus derivados pueden extraerse con
sorbentes Cy5 [10]. M. Cobo y col. [9] han propuesto diferentes estrategias y condiciones
combinando derivatizacion y extraccion, que permiten la cuantificacion de estos analitos
a niveles inferiores a mg/L. La derivatizacion en disolucion ha sido aceptada como un
paso efectivo [15], sin embargo, como puede verse en la Tabla 10, existen muchos
inconvenientes como € excesivo mango de la muestra, tiempos de reaccién largos,
temperaturas elevadas o consumo de disolventes. El uso de SPE parala extraccion de los
derivados [10] previamente formados en disolucién, puede resolver algunos problemas, y
gracias alos elevados factores de concentracion, se pueden obtener limites de deteccidn
similares o incluso menores a los obtenidos utilizando GC-MS con una instrumentacion
mucho més sencilla[5].

Sin embargo, los problemas relacionados con € proceso de derivatizacion todavia
permanecen (manejo de la muestra, falta de automatizacion, etc.). Una solucion posible a
los problemas de pasos extra y de interferencias, es llevar a cabo la etapa de
derivatizacion en e soporte solido [16].

En esta direccidn, este grupo de investigacion ha desarrollado una metodologia en
la que todos los pasos de la preparacion de la muestra (extraccion, concentracion,
derivatizacion y transferencia d sistema cromatogréfico) se llevan a cabo en € mismo
soporte, en linea o fuera de linea. EI método se basa en atrapar los analitos en € sorbente,
purificarlos con un disolvente adecuado y derivatizarlos pasando € reactivo a través de
los cartuchos. El andito y € reactivo se dejan reaccionar durante un periodo de tiempo, y
después & exceso de reactivo se elimina (si se requiere) pasando un disolvente adecuado
a través de los cartuchos. Por Ultimo, los derivados, se desorben y se recogen para
procesarlos posteriormente [17] o son transferirdos a la columna primaria en un sistema
en linea[18-19].

Se ha demostrado recientemente la utilidad de esta metodologia utilizando €
reactivo-UV 3,5-dinitrobenzoil cloruro (DNB) y las aminas dliféaticas (etilamina,
isopropilaminay dimetilaming) [7]. También se ha estudiado la derivatizacion asistida en
soporte solido de algunas aminas alifaticas con 3fluorenilmetil cloroformiato (FMOC)
[13]. Esta metodologia la han aplicado recientemente D. Shangguan y col. [20] en la
determinacién de aminoacidos y péptidos con FMOC y sorbente de silice.

En este trabgjo, se aplica la mencionada metodologia a andlisis de screening de
alquilaminas en muestras de agua utilizando € reactivo Cloruro de Dansilo (Dns-Cl)
como reactivo derivatizante. Las derivatizaciones con DnsCl se llevan a cabo
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habitualmente en medio acuoso-acetona saturado con carbonato sddico en tiempos de
reaccion largos y a elevadas temperaturas de reaccion, y en muchos casos, se requiere la
extraccion de los analitos derivatizados para eliminar € reactivo en exceso. Sin embargo,
es interesante @ estudio de procedimientos de dansilacion ssimplificados debido a los
limites de deteccion tan bgjos que se acanzan. Estos limites de deteccion pueden
mejorarse porgque los derivados dansilados proporcionan quimioluminiscencia con €
acido oxdlico bis(2,4,6-tricloro fenil éster) (TCPO/H,0,).

Se propone un método rapido y sencillo parala preconcentracion y derivatizacion
seguido de su separacion mediante HPLC y deteccion de aminas en muestras de agua
medioambientales a niveles de ny/l. Se estudian sisteméaticamente 7 aminas diféticas y
amonio, para obtener las mejores condiciones andliticas de retencion y dansilacion en
cartuchos C18. Se optimizan las condiciones de separacidn cromatografica. Los derivados
de dansilo se registran a 333 nm con deteccion UV, y al o =350 nm/ | o, = 530 nm con
deteccidn fluorescente. Finalmente, € método se aplica a la determinacion o screening de
las aminas estudiadas en muestras de agua. Més informacién acerca de las condiciones
experimentales empleadas, sereflgaen e Apéndicel [21].

Derivatizacion en disolucién

La respuesta obtenida para las diferentes aminas al derivatizarlas en disolucién,
se tomo como referencia para las medidas en cartucho (conversion del 100%). El exceso
de reactivo se destruy6 a caentar, por 1o que no interfirié a tiempo de retencién de los
analitos.

Preconcentracion y derivatizacién en cartuchos C18

Los cartuchos Bond Elut C18, se seleccionaron para la preconcentracion y
purificacion de las aminas aliféticas basandonos en estudios previos [17]. No se observé
elucion al pasar 1 mL de muestra ni a pasar € reactivo (Dns-Cl 12.5 mM en acetona :
tampodn carbonato 33.3 mM pH 9.5 (2:3, v/v)) através del cartucho.

Se estudiaron los parametros de la reaccién de derivatizacion: pH del medio,
tiempo y temperatura de reaccion. Los intervalos estudiados para cada pardmetro
manteniendo fijos los otros dos, asi como los Gptimos seleccionados, se muestran en la
Tabla 11. Al estudiar e pH de la reaccion se observo que € rendimiento de la reaccion
aumentaba hasta pH 9.5, a partir del cual se mantuvo constante (Figura 19 A). El estudio
del tiempo de reaccidn, proporciond rendimientos similares entre 15 y 45 minutos. Un
tiempo de reaccion de 60 minutos se consideré excesivo (Figura 19 B). El estudio de la
Temperatura de reaccion, revel6 un aumento importante del rendimiento a utilizar 85 °C,
gue se mantuvo hasta 110°C (Figura 19 C). No se observaron productos de degradacion
en las condiciones Optimas seleccionadas (pH 9.5, T2 85°C, Tiempo 15 min).
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Tabla 11. Parametros de reaccion estudiados.

Pardmetro  Intervalo Parametrosfijos Optimo Seleccionado

pH 85114 25°C, 30 min pH 9.5
Temperatura 25100°C  pH 9.5, 15min 85°C
Tiempo 0-60 min pH 9.5, 85°C 15 min
A) 200 - B)
180 A
o 160 1 °
(&) (&)
‘5. 140 A T
S 120 1 L
& 100 - x 3
< gl /\I <
o] ®
40 T T T 1 j j j
8 9 10 11 12 2 A = oL
pH Tiempo (min)
C
) 600 -
500
(@]
2400 - . i ; )
o Figura 19. Area de Pico frente a: A) pH
() ., . .,
E 300 A de la reaccion. B) Tiempo de reaccion. C)
2 500 4 Temperatura de la reaccion.
< Metilamina, [ Etilamina, 4 N-
100 1 ——w" Propilamina, = Butilamina, * Pentilamina.
0 . . . . Condiciones;. DnsCl 5 mM; Tampén
20 40 60 80 100 borato 20 mM; concentracion de amina 5
Temperatura (°C) mg/l.

Al utilizar deteccién UV, la determinacion de hexilamina present6 dificultades
debido a su coelucion junto con € exceso de reactivo, por [0 que se requirié un paso de
lavado del exceso de reactivo previo a la desorcion del soporte de los derivados
dansilados formados. Para ello se utilizd una disolucion saturada de carbonato en
presencia de hidroxido sodico. Se optimizé la concentracion de NaOH en € intervalo 0.1-
0.3 M, seleccionando como ¢éptima la concentracion 0.1 M, pues a concentraciones
superiores e rendimiento de la reaccion disminuia entre un 20 y un 4% en funcién de la
amina estudiada. Por otra parte, a utilizar deteccién fluorescente, no hubo problemas de
interferencia con el exceso de reactivo, lo que simplificd el procedimiento en € cartucho
diminando la fase de lavado ddl reactivo.

Como disolvente de elucion de los derivados dansilados del soporte, se utilizo 1
mL de acetonitrilo.
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Con estos parametros optimizados, se evalud la eficiencia del método de
derivatizacion asistida en soporte solido propuesto, comparando las &reas de pico
obtenidas utilizando € procedimiento en cartucho con las obtenidas en disolucion, y se
concluy6 que € procedimiento en cartucho era més efectivo que en disolucion. En la
Tabla 12 se puede ver como todas las recuperaciones son superiores a 100%. Esto se
debe a que € reactivo y la amina se concentran en € soporte solido facilitando la
reaccion. Las desviaciones estdndar relativas también megjoran al utilizar la derivatizacion
en cartucho.

Tabla 12. Comparacion entre la derivatizacion en cartucho y en disolucion.

DEAVENZE IS Derivatizacion SPE Cig

Analito disolucion
DER (%) %REC DER (%)

NH," 25 (320 + 70) 2
Metilamina 25 (123+9) 7
Etilamina 26 (135+ 14) 10
N-Propilamina 20 (146 £ 16) 11
Butilamina 15 (130 + 16) 12
Dietilamina 17 (160 £ 20) 13
Pentilamina 15 (133 + 11) 8
Hexilamina 14 (163 £ 19) 12

El volumen de muestra a procesar, se estudio desde 1 a 25 mL con la intencion
de aumentar € factor de preconcentracion, de forma que la concentracion final fuera la
misma en todos los ensayos. Los porcentgjes de recuperacion de la sefial obtenidos
tomando como referencia la sefia para 1 mL de muestra procesado, para cada amina en
los diferentes volimenes estudiados, se reflgjan en la Tabla 13.

Tabla 13. Porcentajes de Recuperacion en funcion del Volumen de muestra procesado.

Volumen Muestra (mL) 1 5 15 25 50 100
Analito Por centaje de Recuperacion (%)
NH,4" 100 87.8 39.3 294
MA 100 79.0 503 374 261 9.4
EA 100 811 446 316 191 8.7
DMA 100 925 632 738
BA 100 825 526 485 375 157
DEA 100 58.3 423 34.6
PeA 100 937 635 615 116 11.8
HA 100 885 588 634 351 175
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A mayores volumenes, se observaron pérdidas por elucion, mayores cuanto
mayor era el carécter polar del analito. Como compromiso, se seleccionaron 5 mL para
los ensayos posteriores.

En cuanto d volumen de disolvente utilizado para la desorcion de los productos
de reaccidn, se utiliz6 la minima cantidad posible para alcanzar e néximo factor de
preconcentracion, obteniéndose porcentajes de recuperacion similares a utilizar 0.5 0 1
mL de acetonitrilo.

Se intenté mejorar |a retencion de las aminas alcalinizando |os patrones a pH 11,
y las recuperaciones fueron entre e 85% y e 115% respecto a los patrones neutros. Sin
embargo, parael amonio se obtuvo una recuperacion del 40%, debido a su transformacion
aamoniaco.

Separ acion cromatogr afica

Los derivados dansilados se separaron en € sistema cromatografico estando €l
orden de elucion relacionado con su carécter polar. Los tiempos de retencion fueron: 2.2,
3.2, 39, 48,57, 6.2, 6.7, 78 y 8.2 para NH,", MA, EA, DMA, BA, PeA, HA y 1,7-
diaminoheptano respectivamente. En la Figura 20, se muestran los cromatogramas
tipicos para un blanco y una mezcla de aminas (10 mg/l NH,*, 7.5 mg/l DEA y 2.5 mg/l
del resto de aminas) para un volumen procesado de 1 mL y condiciones de reaccion
Optimas, con deteccién UV Figura 20 A) o de fluorescencia fFigura 20 B)). En 9
minutos € cromatograma se completa para los 7 anditos y € patron interno. En
fluorescencia, € blanco fue méslimpioy € ruido de fondo menor.

Caracteristicas analiticas

En la Tabla 14, se muestran las curvas de calibrado obtenidas para cada amina
utilizando deteccion W y fluorescente, asi como los intervalos linedes y limites de
deteccion. La sensibilidad varié en funcion de la amina estudiada, y los limites de
deteccién mejores fueron del orden de ng/l con ambos tipos de deteccidn al procesar 5
mL de muestra. El amonio pudo identificarse, pero no cuantificarse.

Los estudios de precision dieron medidas de repetibilidad (en un mismo dia) algo
mejores que las medidas de reproducibilidad (entre dias). Las medidas de repetibilidad
para diferentes volumenes de muestra estudiados se muestran en la Tabla 15, siendo
mejores a menor volumen de muestra procesado. Los valores de desviacion estandar
relativa paralas medidas de reproducibilidad, se situaron entreel 7y € 15 %.
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Figura 20. Cromatogramas para blanco (— ) y mezcla de aminas (— ) con deteccion
A) UV a 333 nm, y B) Fluorescencia |l ¢ = 350 nm/ | ¢, = 530 nm.
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Tabla 14. Caracteristicas analiticas para los derivados amina-dansilo con deteccion UV o

fluorescente.
. 2 I ntervalo LD
Analito (axs) (b xs) Syx N r lineal (myl) (mg) D
MA (7£3) (470£10) 6.3 15 0.991 10-500 2 FL

9 0997 10-500
10 0.996 10-500

EA (1%2) (465+9) 4
DMA  (10+2) (255+7) 3
BA ((1+1)  (346+7) 3 15 0995  10-500
DEA (8+1) (7A+2) 2 7 099  30-1500
PeA (4+2) (425+10) 6 15 00990  10-500
HA (-(3£+2) (388:10) 6 14 0992  10-500
MA (18+4) (567+19) 8 15 0992  10-500
EA (2+3) (495+18) 8 14 0990  10-500
DMA  (64%4) (442+17) 10 8 0990  10-500
BA  (-16+25) (331+14) 7 14 0990  10-500

© OO0 W MNDNIAWWNDN
T
—

DEA (5+2) (66+3) 35 11 0990 301500 15 UV
PeA  (-29+4) (306+18) 7 11 0990  10-500 8 UV
HA (10+1)  (177+4) 2 12 0997  20-500 15 UV

MA*  (-1+6) (85+3) 10 6 0996 100-5000 48 UV
EA*  (-11%4)  (58+2) 8 0997 100-5000 93 UV

DMA*  (-2+2) (47.5%08) 10 09992 100-5000 75 UV

0.995  100-5000 90 uv
DEA* (11£5) (7x£1) 4 0990 350-15000 340 UV
PeA* (-11+4) (37x£2) 9 0991  100-5000 90 uv
HA* (-20 £ 4) (35+1.5) 5 6 0994  100-5000 70 uv

Condiciones. Volumen procesado: 5 mL (o 1 mL)*; Volumen de elucién: 0.5 mL (0 1 mL)*.

BA*  (-18+4)  (36+1)

O M 01 W N
[00]

Tabla 15. Estudios de precision. Repetibilidad (Desviacion Estandar Relativa %).

Repetibilidad DER( %)

Analito
1mL 5mL 10 mL 25 mL
MA 8 4 4 4
EA 4 4 9 14
N-para 4 - 8 15
BA 4 8 6 2
DEA(*) - 14 15 8
PeA 4 - 6 3
HA - 4 3 -

Concentracion: 5 mg/L para 1 mL. *15 mg/L para 1 mL.
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Andliss de muestras de agua

Paravalidar la exactitud del método se fortificaron cuatro muestras de agua reales
(Muestra 1: agua de riego, Muestra 2: agua de lago, Muestra 3: agua de grifo, Muestra 4:
agua residual) con cantidades conocidas de los analitos (Método de Adicién Estandar),
utilizando patrén interno para mejorar 1os resultados.

Las pendientes obtenidas para los analitos méas polares (amonio, metilamina,
etilamina y dimetilamina) aplicando & MOSA, fueron menores que las obtenidas con
patrones, 1o que indicaba la presencia de efecto matriz. Sin embargo, para analitos no
polares (dietilamina, butilamina y pentilamina), e comportamiento a aplicar e MOSA
fue similar a obtenido con patrones. Ademas se observo que este comportamiento en las
recuperaciones, no dependia de la concentracion, lo que sereflgaen laFigura 21.

—+—NH —+—NH
1.4 A MA 1.4 q = VA
§ 1.2 .\.—A—EA ’8‘1.2- X —4—EA
o —%—BA ° —%—BA
S 08 \ © 0.8 - —
= 4. —&— PEA S —e— PEA
= 'SQ:+DEA < o
9 0.4 Q 0.4 1
x 4
S 0.2 O\O 0.2 /I\|
0 . . . 0 . . .
0 0.2 0.4 0.6 0 0.1 0.2 0.3
Conc (ppm) Conc (ppm)

Figura 21. Porcentajes de recuperacion en dos muestras de agua diferentes para las
diferentes aminas a diferentes niveles de concentracion.

Los porcentgjes de recuperacion para las tres muestras de agua procesadas
utilizando 5 mL de muestra (Muestras 1, 2, y 3), se reflgjan en la Tabla 16. Se puede
deducir un porcentgje de recuperacion medio para cada anaito puesto que no hubo
diferencias en las recuperaciones entre |as diferentes muestras procesadas. Para deducir la
concentracion en muestras, habria que aplicar e méodo de adicion estandar o bien
utilizar la curva de patrones corregida por € factor de recuperaciéon correspondiente a
cadaanalito.
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Tabla 16. Porcentajes de recuperacion y desviacion estandar relativa para cada analito en
las diferentes muestras de agua.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 % Rec Medio
Analito o5 Rec DER % Rec DER % Rec DER % Rec DER
(%) (%) (%) (%)

NH,* 45+3 6 25+3 14 38+6 17 37+9 25
MA 46+9 19 38+2 65+9 14 51+14 27
EA 69+7 11 79+5 88+19 22 80+14 17

DMA 74+5 6 74+3 83+13 16 78+9 11
BA 101+17 17 112+4 103+20 19 10613 12
DEA  109+11 10 105+4 109+14 13 107+8 8
PeA 94+18 20 112+4 119+14 11 108+16 15

WA Wbk O

La muestra de agua residual analizada, Muestra 4, contuvo una concentracién de
aminas elevada, por o que se requirié menor volumen para su andisis (0.2 mL de
muestra se llevaron a 1 mL). El screening de esta muestra (Figura 22) mostro la
presencia de amonio, metilamina, dimetilaminay pentilamina

Absorbancia

Tiempo (min)

Figura 22. Cromatogramas para: a) Muestra 4. b) Muestra 4 fortificada con la mezcla de
1.25 mg/L de cada amina.

La fortificacion de esta muestra con una mezcla de todas las aminas, dio
recuperaciones del orden del 100% para todas las aminas, |0 que indicaba la ausencia de
efecto matriz. Las pendientes del MOSA fueron comparadas con un test t decomparacion
de pendientes, y resultaron similares a las pendientes de las curvas de calibrado de
patrones con una probabilidad del 99%.
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Para esta muestra, las concentraciones deducidas para cada andlito utilizando €l
MOSA o la curva de calibrado con patrones se muestran en la Tabla 17. Como puede
observarse, los errores relativos son aceptables en todos |os casos.

Tabla 17. Concentraciones deducidas en la muestra de agua residual (% Error relativo)

Concentrac. Concentraciones deducidas
Analito Adicicionada Calibrado
(mg/l) IO patrones
. . 0, 0,
Metilamina 1.5 1.14 (8.8%) 1.13 (9.6%)
25 2.61 (4.4%) 2.56 (2.4%)
0, 0,
Etilamina 1.5 1.34 (7.2%) 0.98 (21.6%)
2.5 2.49 (0.4%) 2.58 (3.2%)
0, 0,
Dimetilamina 1.5 1.13 (9.6%) 1.18 (5.6%)
2.5 2.56 (2.4%) 2.40 (4%)
0, 0,
BUtilamina 1.5 1.22 (2.4%) 1.08 (13.6%)
2.5 252 (0.8%) 2.56 (2.4%)
. . 15 1.08 (13.6%) 1.21 (3.2%)
Pentilamina
2.5 2.57 (2.8%) 2.50 (0%)
0, —_—
Dietilamina 3.75 3.75 (0%)
7.5 7.50 (0%)  7.51 (0.13%)

Conclusiones

La derivatizacion en cartuchos C18, fue més efectiva que la derivatizacion en
disolucién. Las condiciones Optimas de derivatizacion fueron: pH de la reaccion 9.5,
temperatura y tiempo de reaccién: 85 o 100°C y 15 o 10 minutos respectivamente, y
volumen de muestra a procesar 5mL 0 1 mL. El procedimiento propuesto fue smple y
rapido y consumié menos tiempo que otros procedimientos de dansilacion, siendo
tiempo total de andlisis (tratamiento de la muestra més cromatografia) menor de 25
minutos.

Se pudieron procesar hasta 5 mL de muestra con pocas pérdidas en las aminas
més polares. Las recuperaciones en muestras fueron independientes del tipo de muestra
analizada, pero dependientes del andlito. El efecto matriz pudo corregirse aplicando €
MOSA o utilizando la curva de calibrado de patrones teniendo en cuenta los porcentagjes
de recuperacion.

En muestras cuyo contenido en aminas es a niveles de mg/L, como la muestra de
aguaresidual, € volumen a procesar fue de 0.2 mL diluido a1 mL. En este caso, no hubo
efecto matriz, siendo las recuperaciones cercanas a 100% para todas las aminas.
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El procedimiento propuesto pudo aplicarse con exactitud y reproducibilidad
satisfactorias a la determinacion de siete aminas aiféticas a niveles de concentraciones
inferiores a los mg/L, y también para la identificacion de amonio. El procedimiento se
utilizé para e screening de amonio y aminas en una muestra de agua residual.
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2.1.1.2. DERIVATIZACION EN LiNEA DE AMINAS ALIFATICAS CON Dns-Cl
ACOPLADA A HPLC CON DETECCION FLUORESCENTE.

La marcada tendencia en Quimica Andlitica hacia € desarrollo de sistemas
completamente automatizados, requeria alguna aportacion en este sentido. Los
procedimientos de trabgo en linea, se basan en los mismos principios que los
procedimientos de trabgjo fuera de linea. La instrumentaciéon requerida asi como €
mangjo de la misma, es minimo frente a equipamiento convencional. Normalmente, no
requieren la continua intervencién del operador, lo que se traduce en una menor
variabilidad y menores errores sisteméticos.

Con esta intencion, y continuando con € trabgo anterior, se propuso la
derivatizacién en linea de aminas alifaticas con cloruro de dansilo acopladaa HPLC con
deteccion fluorescente.

Condiciones de enriquecimiento, lavado y derivatizacion

Para la reaccion de derivatizacion en linea de aminas diféticas con cloruro de
dansilo acoplada a la separacion cromatogréfica de los derivados dansilados formados
con deteccion fluorescente, se utilizd e montaje mostrado en la Figura 14 del Capitulo
1-Introduccién (Pag. 39). En este montgje, las muestras se inyectaban en una precolumna
empaguetada con material de relleno C18 para € enriquecimiento, lavado y
derivatizacion de la muestra ©n d reactivo Dns-Cl. Més informacion acerca de las
condiciones experimentales sereflgaen € Apéndice 2[22].

Se optimizaron las condiciones de retencién en la precolumna asi como de
derivatizacion, tales como: volumen de muestra, concentracion del reactivo, tiempo de
reaccion, temperatura de reaccion, relacion reactivo:tampon y caracteristicas de la fase
movil. En la Tabla 18, se muestran los intervalos estudiados y las condiciones Optimas
escogidas en funcion de la maxima retencion de los analitos en la precolumna, asi como
la méxima reactividad en cuanto alaformacion del derivado dansilado.

Tabla 18. Condiciones optimizadas e interval os estudiados.

Par ametro Intervalo Optimo
Concentracion DnsCl 25mM - 125 mM 5mM

V olumen muestra 150 - 400 L 150 nL
Temperatura 20 - 80°C 60°C

Tiempo reaccion 10 - 30 min 10 min
FREEEED 40:60 0 30:70 40:60

Reactivo:tampdn

Fase movil Tampo6n pH 12 o H,O H,O
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Condiciones cromatogr éficas

Ademas de las condiciones de retencion y derivatizacion, se establecieron las
condiciones cromatogréficas Optimas para el andlisis de screening de aminas diféticas en
muestras de agua utilizando cloruro de dansilo como reactivo de derivatizacion. Estas
condiciones asi como la programacién de tiempos se muestraen la Tabla 19.

Tabla 19. Condiciones cromatogr aficas experimentales para la retencion, derivatizacion,
separacion y deteccion en linea de aminas alifaticas.

Tlempo Precolumna Columna Analitica Posqon e
(min) lavélvula
0 Inyeccion deMuestra: 150nL 50:50(v/v)(acetonitrilo:imidazol pH 7)
0-3.75 InyecciéndeDns-Cl 5 mM: 40 L (v flujo = 0.1 mL/min)
Inyeccion de tampon: 60 L A

Lavado de lamuestra: Gradiente de 0.5
mL/mina0en 3.75min
50:50(v/v)(acetonitrilo:imidazol pH 7)

9-13.5 (gradientev flujo= 0.1a1 mL/min)
13.5-16.5 Separacion Analitica 50:50(v/v)(acetonitrilo:imidazol pH 7)
70:30 (v/v) Acetonitrilo:Imidazol pH 7 modo gradiente B

(v flujo = 1.0 mL/min)
16.5-285 H,O:Acetonitrilo(gradiente a100%  50:50(v/v)(acetonitrilo:imidazol pH 7)

acetonitrilo) modo gradiente hasta90% MeCN
(v flujo=1.0 mL/min)
28.5-295 H,O:Acetonitrilo (gradiente a100%  50:50(v/v)(acetonitrilo:imidazol pH 7) A
agua) (gradiente v flujo =1 a0.1 mL/min)
305 Fin

Caracteristicas analiticas

Las curvas de calibrado lineales obtenidas para metilamina, etilamina,
dimetilamina, butilamina, dietilamina, pentilamina y hexilamina utilizando deteccion
fluorescente, asi como los intervalos dindmicos de concentracion, tiempos de retencion
(t), limites de deteccion (calculados como la concentracion correspondiente a una
relacion sefid/ruido de 3) y otras figuras de mérito, se muestran en la Tabla 20. La
sensibilidad vario en funcion de la amina estudiada, obteniendo mayor sensibilidad y
menores limites de deteccion a aumentar lalongitud de la cadena difética.

Los cromatogramas tipicos en las condiciones de reaccion optimizadas, para un
blanco y una mezcla de aminas de concentracion 1.25 mg/l para MA, EA y DMA, 0.75
mg/l para BA, 3.75 mg/l para DEA y 0.375 para PeA y HA, se muestran en laFigura 23.
Como puede observarse, la separacion de las 7 aminas es buena y después de la
derivatizacion, € registro del cromatograma completo solo requiere 9 minutos.
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Tabla 20. Curvas de calibrado, parametros analiticos y tiempos de retencion para la
derivatizacion en linea de aminas aliféticas con Dns-Cl.

IL R LD
(mglL) S (iglL)
MA  (-40+60) (130+40) 0.52.25 0921 60 7 1.86
EA  (-50+£40) (90+30) 0.5225 0922 30 15 2.4

Amina (axs) (bxs n
3
3
DMA (52+10) (289 10) 0525 5 09% 19 11 3.07
3
5

ty (min)

=

BA  (5%13) (420+30) 0.075-1.35 099 14 06 424
DEA (42+16) (328+14) 015225 0995 20 3 481
PeA (-30+120) (2900+200) 00151 10 0951 200 003 5.85
HA  (-70+50) (3360+50) 001525 11 0998 120 005 7.28

200 — —
Blanco
— Mezclade
aminas
160 —
S
o
C
8 120 4
7]
=
o
5
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40
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Figura 23. Cromatogramas para la derivatizacion en linea de aminas alifaticas con Cloruro
de dansilo para un blanco y una mezcla de aminas.

Los estudios de precision proporcionaron valores de repetibilidad huenos en las
condiciones Optimas estudiadas, siendo los porcentajes de desviacion esténdar relativa
(%DER) 19.8, 11.7, 10.8, 19.6, 18.4, 6.3y 3.4 % paraMA, EA, DMA, BA, DEA, PeA y
HA respectivamente (Concentraciones. 1.5 mg/l para MA, EA y DEA; 0.5 mg/l para
DMA, BA Yy PeA;y 0.2 mg/l paraHA).
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Andliss de muestras de agua

Se andiz6 mediante este procedimiento la muestra de agua residual, que se
fortificd con la mezcla de aminas. Los porcentgjes de recuperacion obtenidos para las
diferentes aminas. 17%, 66%, 13%, 21%, 14%, 73% y 102% para MA, EA, DMA, BA,
DEA, PeA y HA respectivamente, aumentaron a aumentar la longitud de la cadena
difatica. Esta presencia de efecto matriz, habria de corregirse utilizando € método de
adicion estandar s lafinadidad del andlisis fuerala determinacion.

Basandonos en estos resultados, concluimos que podemos utilizar €
procedimiento propuesto para e screening de aminas diféticas en aguas. El
cromatograma obtenido para la muestra de agua residua (Figura 24), mostré lapresencia
de compuestos como metilamina, dimetilaminay pentilamina en esta muestra.

200 — —
160 —
8
(8]
=
)
o
(9]
)
o 120 —
= PeA
T
DMA HA I.S.
80 p—
MA
40
[ [ [ [ |
(0] 2 4 6 8 10

Tiempo (min)

Figura 24. Cromatograma de screening de una muestra de agua residual.

Conclusiones

Las condiciones 6ptimas de retencién en la precolumna y derivatizacién fueron:
150 iL de muestra, DnsCl 5 mM, T2 60°C, 10 minutos de reaccion, relacion reactivo:
tampon 40:60, y fase movil agua Con la optimizacion de las condiciones
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cromatograficas, en 30 minutos, se consiguid en linea la retencion, derivatizacion y
separacion cromatogréfica de las 7 aminas aliféticas.

Este sistema presento la ventgja de la completa automatizacion frente d sistema
presentado en el capitulo anterior Apéndice 1 [21]). Ademés, las condiciones de la
reaccion de derivatizacion fueron algo menos drasticas, con la ventgja de que la misma
precolumna podia reutilizarse inyeccién tras inyeccién. En € caso de la derivatizacion en
cartuchos de extraccion en fase solida, un mismo cartucho solamente podia reutilizarse
una sola vez. Se consiguié meiorar los limites de deteccion para Butilamina, Pentilamina
y Hexilamina, aunque para metilamina, etilamina, dimetilaminay dietilamina, los limites
de deteccion acanzados fueron peores. Los estudios de precision dieron %DER inferior
al 20% en todas las aminas.

La snsbilidad varié en funcion de la amina estudiada, aumentando al aumentar
lalongitud de la cadena difatica

Los estudios de recuperacion de la cantidad fortificada en la muestra, dieron un
comportamiento similar a obtenido al utilizar € procedimiento fuera de linea (Apéndice
1, [21]), aumentando los porcentajes de recuperacion al aumentar la longitud de la cadena
alifética. El efecto matriz habria de corregirse utilizando e MOSA para las aminas de
cadena corta. El procedimiento es aplicable a screening de aminas en muestras de agua.
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2113 DETERMINAC[ON DE AMINAS ALIFATICAS EN AGUA MEDIANTE
HPLC CON DETECCION QUIMIOLUMINISCENTE.

Las aminas aiféticas son compuestos que se encuentran a bagjas concentraciones
en dgunos tipos de aguas, por lo que los méodos para su andisis han de ser
suficientemente sensibles. La sensibilidad y la selectividad necesarias se pueden alcanzar
por combinacién de la derivatizacion de los anditos con técnicas de separacion
(cromatografia liquida (LC), cromatografia gaseosa (GC) o electroforesis capilar (CE)) y
un método de deteccion de elevada sensibilidad (métodos quimioluminiscentes (QL),
el ectroquimicos o espectrometria de Masas). La técnica de deteccion quimioluminiscente
ha demostrado ser una herramienta sensible para la medida de niveles ultra trazas, con
sistemas Opticos baratos y simples que proporcionan bgjo ruido de fondo y un amplio
intervalo dinamico [23].

La quimioluminiscencia de compuestos sintéticos como la lofina, € Luminol, los
ésteres de acridinio, ésteres de perioxaato y complgos de rutenio, se ha utilizado
ampliamente. Derivados del Luminol como el N-(4-(aminobutil)N-etilisoluminol (ABEI),
NN’ dissinimidilcarbonato (DSC) [24-25], 4isotiocianatoftalhidracina (ILITC) [26], 6
isotiocianatobenzo(g)ftalacina-1, 4(2H,3H)-diona (IPO) [27], y &cido 4(6,7-dihidro-5,8-
dioxotiazolo (4,5-g)ftalacina-2-il) benzoico N-hidroxisuccinimida éster (TPB-suc) [28],
se han utilizado como reactivos quimioluminiscentes para la determinacion de
compuestos amino.

El Trig(bipiridil)rutenio(l11) [Ru(bipi)s] se ha empleado para la determinacion de
una gran variedad de compuestos de nitrégeno sin necesidad de derivatizar € analito
[24,29]. EIl méodo quimioluminiscente del [Ru(bipi);] es muy sdectivo para la
determinacion de aminas terciarias, pero no muy sensible comparado con otras técnicas
de determinacién quimioluminiscente. Este reactivo normal mente se electrogenera, dando
lugar a quimioluminiscencia electrogenerada (ECL) [30]. A pesar del elevado potencial
tedrico de la ECL, solamente ciertas reacciones han encontrado aplicacion en andisis,
debido a limitaciones como la presencia de especies interferentes, su complega
optimizacion y su falta de reproducibilidad [31].

En presencia de un fluor6foro, los derivados oxalicos son los emisores
guimioluminiscentes no hiolégicos més eficientes. Los mas utilizados recientemente son
e Bis-(2,4,6.triclorofenil)oxaato (TCPO), € bis (2,4-dinitrofenil)oxaato (DNPO) y €
Big[2-(3,6,9-trioxadeciloxicarbonilfeniljJoxalato. Las principales ventgas de estos
sistemas son la eficiencia y la flexibilidad. Estos sistemas requieren la presencia de un
compuesto fluorescente, obtenido normamente a través de la reaccion de derivatizacion
del andito. Se han utilizado reactivos derivatizantes como € Cloruro de Dansilo (Dns-Cl)
[32-33,18] para aminas biogénicas y anfetaminas, € naftaleno-2,3-dialdehido (ADA) [34]
para aminas primarias, y la luminarina [35] para aminas primarias y secundarias,
combinados con mezclado postcolumna con los reactivos TCPO y H,0..

En este trabgo, se estudia la generacién de quimioluminiscencia post-columna
con & sstema TCPO/H,O,, para aumentar la sensibilidad del procedimiento de
dansilacion previamente expuesto (Apéndice 1, [21]) para aminas de bajo peso molecular
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en muestras de agua medioambiental es, alcanzandose niveles por debgjo de los ng/mL. Se
estudian sistemé@icamente seis aminas alifaticas. metilamina, etilamina, butilamina,
pentilamina, hexilamina y dietilamina. Ademés, se incluyen también aminas biogénicas
como putrescing, cadavering, espermina y espermidina en e estudio de screening. Por
ultimo, se aplica e método a la determinacion de aminas en muestras de agua reales. Més
informacién acerca de las condiciones experimentales sereflgjaen e Apéndice 3[36].

L os resultados obtenidos con deteccion quimioluminiscente, se comparan con los
obtenidos con deteccion UV y fluorescente utilizando € reactivo cloruro de dansilo [21,
22] u otros reactivos como cloruro de 3,5-dinitrobenzoilo (DNB) [7],
fluorenilmetilcloroformiato  (FMOC) [13] y orto-ftaldialdehido/N-Acetil-L-Cisteina
(OPA/NAC) [37].

Condiciones de preconcentracion y condiciones prey post columna

Se utilizaron las condiciones de preconcentracion y derivatizacion establecidas
previamente en e Apéndice 1 (Pag. 52-55). Los productos de reacciéon formados se
eluyeron con 0.5 mL o0 1 mL de acetonitrilo. Los derivados dansilados se inyectaron en €
sistema cromatogréafico y se mezclaron después de su separacion, con d TCPOy € H,0..

En cuanto a las condiciones postcolumna, los pardmetros que afectaban a la
respuesta quimioluminiscente de acuerdo con los estudios previos [38-39] eran:
temperatura, pH, cantidad de agua, catalizador, disolvente, concentracion de TCPO,
concentracion de H,0,, volumen del tubo de mezclado, volumen de la celda de deteccidn
y velocidades de flujo de los diferentes canales. Los parametros establecidos para este
trabgo fueron: temperatura ambiente, acetonitrilo como disolvente, imidazol como
catalizador, velocidades de flujo inferiores a 0.6 mL/min, longitud del tubo de mezclado
minima para el montagje, volumen de la celda de deteccion fijado por € instrumento de
medida, concentracion de TCPO superior a0.1 mM 'y relacion TCPO:H,O, cercana ab.
Los pardmetros més criticos, la concentracion y € pH de Imidazol (evaluados en la
bibliografia en los rangos 0.1-5 mM y pH 57), dieron la méxima relacion sefial/ruido a
concentracion 1 mM y pH 7, siendo lavelocidad del flujo 1.5 mL/min.

El producto de reaccién entreel TCPO y € H,0O, (d 2,4,6-triclorofenal), puede
dar lugar a efecto quenching disminuyendo la sefid quimioluminiscente. Para evitar este
producto, ambos reactivos se prepararon por separado y se mezclaron en e sistema (ver
montaje en la Figura 15 del Capitulo XIntroduccion, Pag. 39). Se observé que la
sensibilidad era 5 veces superior cuando € TCPO (preparado en una mezcla
acetonitrilo:tetrahidrofurano), se mezclaba con los derivados antes que e H,0,. La
concentracion de TCPO se vario entre 0.55mM a 0.35 mL/min, aumentando la
sensibilidad a aumentar la concentracion del TCPO, pero no se observaron diferencias
entre las concentraciones 2.5 mM y 5 mM, por lo que se €igié como concentracion
Optima de TCPO 25 mM. Al variar la concentracion dd H,O,, se observd que la
intensidad de QL disminuia a aumentar la concentracién por encima de 5 mM, ademés
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de aumentar la linea base (ruido de fondo), mientras que a trabajar en € intervalo 11-
5mM, la sefid se mantuvo estable. En la Tabla 21, se resumen las condiciones
experimentales dptimas para |os pasos pre y post columna.

Tabla 21. Condiciones pre y postcolumna éptimas para la determinacién de aminas.

Paso

Pre-columna:
Preconcentracion
Derivatizacion en cartuchos C18

Separacion Cromatografica de los
derivados dansilados.

Post-columna:

Reacci6n Quimioluminiscente de los
derivados dansilados previamente
separados.

Par ametr os experimentales

1 mL Metanol

1 mL tampdn carbonato pH 12, 10mM

1 mL/5 mL muestra

0.5 ml reactivo Dns-Cl

T2110°C-10 min

Elucién 1 mL Acetonitrilo

Inyeccién de muestra: 20 m

Gradiente: 0 min. 50:50, 9 min (80:20)
(MeCN:imidazol pH 7), v flujo = 1.5 mL/min

TCPO 2.5 mM, 0.35 ml/min
H,O, 11 mM, 0.35 ml/min

La eficiencia de |la reaccion para cada amina medida por separado, respecto ala
medida en la mezcla de las seis aminas, se evaudé mediante los porcentgjes de
recuperacion de sefid (Seflal mezcla*100/Sefial por separado), los cuaes fueron:
(108+14), (100+11), (114+3), (88+3), (78+5) y (109+16) para MA, EA, BA, PeA, HA y
DEA respectivamente. Estos porcentgjes tan proximos a 100%, indicaron que no habia
diferencias significativas a trabagjar con la mezcla de aminas.

Para aumentar € factor de enriquecimiento se estudié e volumen de muestra a
procesar entre 1y 25 mL. En la Figura 25, puede observarse como a utilizar 25 mL, se
produjeron importantes pérdidas por elucién de los analitos, de modo que para mejorar
los limites de deteccidn en la determinacién de las aminas, podian utilizarse volimenes

de5010mL.

%Recuperacion

< <
S U

av=1ml
mV=5ml
av=10mi
aoVv=25mil

<
o0

<
T

DEA
PeA

Figura 25. Porcentajes de recuperacion para las diferentes aminas estudiadas
en funcion del volumen de muestra procesado.
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Condiciones cromatogr éficas

Para la separacion de las seis aminas aiféticas, se empled e Gradiente de Fase
Movil 1 (acetonitrilozimidazol 50:50 at = 0 min, 80:20 at = 9 min, 50:50 at = 10min), y
los cromatogramas tipicos obtenidos muestran b total separacion de las seis aminas
(Figura 26) en tan solo 7 minutos, con tiempos de retencién 2.27, 2.79, 4.33, 4.81, 5.27 y
6.31 min, paraMA, EA, BA, DEA, PeA y HA respectivamente. En esta misma figura, se
muestra también e cromatograma del blanco yel cromatograma correspondiente a una
mezcla que incluye ademas de estas 6 aminas, 4 aminas biogénicas (putrescina,
cadavering, esperminay espermiding). Como puede observarse en la Figura 26, los picos
correspondientes a blanco no interfirieron en los picos de las aminas en estudio. También
se observé que utilizando este gradiente de elucion, la Putrescina coeluye con la
Pentilamina.

Fase Movil 1
Blanco
@ R
o R
o
2
=
g Aminas Alifaticas
IS
e
=]
(@4
©
IGC) Aminas Alifaticas +
n S+7 8  Aminas Biogénicas
R 9

1

Ri2( 34]|l 6 12

' [ ' [ ' [ ' |

0 4 8 12 16

Tiempo (min)

Figura 26. Cromatogramas correspondientes a blanco, patron de aminas alifaticas y patron
de aminas alifaticas + aminas biogénicas, utilizando € gradiente de Fase Mévil 1. R-
Reactivo, 1-MA (concentracion 0.15 mg/l), 2- EA (0.240 mg/l), 3-BA (0.3 mg/l), 4- DEA (0.48
mg/l), 5-PeA (0.3 mg/l), 6-HA (0.3 mg/l), 7-Put (0.3 mg/l), 8-Cad (0.3 mg/l), 9-Spd (0.3 mg/l),
10-Spm (1.12 mg/l).

El Gradiente de Fase Mévil 2 (acetonitrilo:imidazol 50:50 isocrético deat=0a
13 min, gradiente hasta 90:10 at = 17 min, 50:50 a t = 20min), se empled para la
separacion de las 10 aminas (aliféticas + biogénicas). El cromatograma completo del
blanco y de una mezcla de las 10 aminas se muestra en la Figura 27. El registro con las
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10 aminas separadas duré 20 minutos y los tiempos de retencion fueron: 2.41, 3.17, 6.38,
7.54, 9.51, 10.74, 13.65, 14.54, 17.6 y 18.52 minutos, para MA, EA, BA, DEA, PeA, Put,
Cad, HA, Spd y Spm respectivamente. Este gradiente permitio la separacion de |os picos
de Pentilaminay Putrescina que coeluian a utilizar e Gradiente de Fase movil 1.

1 Fase Movil 2

Aminas Alifaticas +
Aminas Biogénicas

Blanco

Sefal Quimioluminiscente
1

(0] 4 8 12 16 20
Tiempo (min)

Figura 27. Cromatogramas correspondientes a blanco y patron de aminas aliféticas +
aminas biogénicas, utilizando e gradiente de Fase Mévil 2. R-Reactivo, 1-MA
(concentracion 0.15 mg/l), 2- EA (0.240 mg/l), 3-BA (0.3 mg/l), 4- DEA (0.48 mg/l), 5-PeA
(0.3 mgll), 6-HA (0.3 mg/l), 7-Put (0.3 mg/l), 8-Cad (0.3 mg/l), 9-Sod (0.3 mg/l), 10-Spm
(2.12 mgfl).

Curvasde calibrado y parametros analiticos

Para evaluar las posibilidades cuantitativas del método propuesto, se estudiaron
las curvas de calibrado Altura de Pico frente a Concentracion (mg/l) para cada amina
utilizando la Fase Moévil 1. En la Tabla 22, se muestran los resultados obtenidos
utilizando volimenes de patron de 1, 5y 10 mL. Se observa buena linealidad en todos los
casos, estando los intervalos lineales en los ny/L. Las sensibilidades (pendiente de los
calibrados) aumentaron del orden de 4-5 veces al procesar volimenesde 5 mL frentea 1
mL, y del orden de 10 veces a procesar volimenes de 10 mL frentea 1 mL.

Los limites de deteccion establecidos como la concentracion requerida para
generar una relacion sefial/ruido de 3, para los volumenes de patrén procesados de 1, 5
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(elucion con 0.5 0 1 mL de acetonitrilo), 10 y 25 mL, se muestran en la Tabla 23. Los
mejores limites de deteccion se acanzaron procesando 5 mL de patron y eluyendo los
derivados dansilados con 0.5 mL de acetonitrilo, o bien procesando 10 mL de muestra'y
eluyendo con 1 mL de acetonitrilo.

Tabla 22. Parametros analiticos de |os derivados amina-dansilo detectados por
guimioluminiscencia.

bxs, axs, 2

Amina V (mL) L mg?) (Voltios) Syix r n LI (myL)
MA 1 1900 + 120 25+14 17 09887 5 17-200
EA 1 1010+ 30 35 6 09987 4 3-320
BA 1 570 + 40 -8+ 9 12 09904 4 13-400
PeA 1 820 + 50 -8+ 12 15 09920 4 7-400
HA 1 630 + 20 2+ 6 7 0999 4 7-400
DEA 1 239 + 17 7+6 8 0986 5 13-640
MA 5 10500 + 500 16+14 15 09973 3 4.3-40
EA 5 4300 = 500 -17+18 20 09629 5 0.7-64
BA 5 1790 £ 160 -5+8 9 09838 4 3-80
PeA 5 3000 + 300 9+14 16 09732 5 2-80
HA 5 2800 = 200 -9+10 11 09847 5 1.7-80
DEA 5 860 + 50 3t4 5 09919 4 4-128
MA 10 22300+ 1500 52+10 15 0.9915 4 310
EA 10 10100 £ 500 36 9 09944 4 0.5-16
BA 10 5600 + 600 4+8 12 09787 4 2-20
PeA 10 9000 + 500 1+7 10 0.9935 4 1-20
HA 10 10300 + 300 5+4 6 09984 4 1-20
DEA 10 2870+ 150 2+ 3 5 09943 4 332

Tabla 23. Limites de deteccidn (ng/L) obtenidos con deteccion quimioluminiscente a
diferentes voliumenes de muestra y diferentes vol imenes de elucién. Comparacion con 1os
val ores obtenidos con otros sistemas de deteccidn y reactivos.

Deteccién QL uv FL uv FL FL
Reactivo DNSCI DNSCI DNSCI DNB FMOC OPA/NAC
V Muestra 1ml 5ml 5ml 10ml 25ml  5ml 5ml 5ml 5ml 10ml
V Elucion 1ml 1Iml 05ml 1ml 1ml O5ml 05ml 05ml 0.5ml 2ml
MA 5 13 09 08 2 3 2 - 0.5 5
EA 08 0.2 015 015 0.2 6 2 5 0.25 6
BA 4 0.9 0.5 06 08 9 3 - 1 10
PeA 2 0.6 0.3 03 05 8 2 - 5 23
HA 2 0.5 0.3 03 03 15 2 - 25 -
DEA 4 1.3 0.8 0.8 09 15 4 - - =
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Los estudios de precisién en funcion del volumen de patrén procesado se
muestran en la Tabla 24. Los valores de desviacion esténdar relativa fueron adecuados
independientemente del volumen de muestra, siendo los valores de repetibilidad smilares
alos de reproducibilidad. Se seleccioné como volumen optimo 5 mL. Si bien la precision
fue algo pobre para la dietilamina, para otras aminas como la pentilamina, se megjoré este
parametro de un 20 aun 0.9% (ver Tabla 24).

Tabla 24. Estudios de precision (DER %). Repetibilidad y reproducibilidad del método
utilizando diferentes vol imenes de muestra.

Repetibilidad Reproducibilidad
Analito (% DER) (% DER)
1ml 1ml 5ml 10ml
Metilamina 6 0.8 11 7
Etilamina 10 4 10 17
Butilamina 3 6 16 13
Pentilamina 5 20 0.9 9
Hexilamina 11 13 3 8
Dietilamina 16 10 29 9

Andlisis de muestras de agua

El méodo propuesto se aplicd d andisis de varias muestras de agua. La
fortificaciéon de las muestras con cantidades conocidas de los analitos, se utilizd para
vaidar la exactitud del méodo. En la Tabla 25 se muestran las concentraciones
fortificadas encontradas para cada una de las muestras analizadas. Para las muestras de
agua de grifo (S1), agua de riego (S2), agua de lago (S3), y agua residud ($4), las
concentraciones halladas por € método fueron muy cercanas a las reales adicionadas,
siendo los porcentgjes de recuperacion medios (£ desviacion estandar): 113 (+ 22, n=7),
100 (x 19, n=4), 114 (£ 11, n=7) y 99 (* 11, n=12) % para S1, S2, S3y 4
respectivamente. Estos valores se consideraron aceptables teniendo en cuenta los niveles
de concentracion ensayados. En todos |os casos, indicaron la ausencia de efecto matriz.

Sin embargo, la muestra de agua marina andizada (S5), dio porcentgjes de
recuperacion cercanos a 100% (101 + 22) para aminas con 1C o0 2C, mientras que aminas
con mayor nimero de &omos de C, dieron porcentgjes de recuperacion elevados, entre
150 y 200 %. Por tanto, para las aminas con més de 2 C, debido a efecto matriz, la
concentracion en esta muestra deberia cal cularse utilizando el método de adicion estandar
(MOSA) en lugar de la curva de calibrado de patrones.
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Tabla 25. Concentracion de amina fortificada y concentracion de amina fortificada
encontrada (ng/L) en muestras de agua reales.

Muestra Concentracion fortificada (ug/L) Concentracion encontrada (Ug/L)
MA EA BA PeA HA DEA MA EA BA PeA HA DEA
20 3R 40 64 15 A 5 88
S1 80 80 128 106 97 136
2 32 40 40 19 26 33 51
3 40 40 47 51
40 64 8 & 128 52 72 8 8 133
100 160 200 200 200 320 90 120 178 194 186 360
A 100 200 200 200 112 222 189 202
200 200 218 211
5 20 3R 7 39
40 65 80 31 68 110

Se encontrd y cuantificd Metilamina utilizando la curva de calibrado de patrones
en agua de lago (8.8+0.3 ny/l), agua deriego (7+3 ng/l) y aguaresidua (6000+700 ng/l),
en la que también se encontrd Pentilamina (3100+200 ng/l). En agua de grifo, se encontrd
y cuantifico Dietilamina utilizando la curva de calibrado de patrones (133, n=3) ng/l y
utilizando la curva de adicién estdndar (15 ny/L, n=5), sSiendo los resultados similares. En
agua de mar no se detectaron ninguna de las aminas estudiadas. Las muestras de agua
resdual y de agua marina, se analizaron también utilizando e procedimiento
cromatografico descrito en e Capitulo previo (Apéndice 1, [21]), utilizando dansilacion
asistida en soporte solido y deteccion fluorescente. Con este procedimiento, no se detecto
ninguna aminaa analizar la muestra de agua marina, a igua que en e método propuesto,
y paralamuestra de agua residual |os resultados fueron (6040 + 900 ny/L, n=3) y (2960 +
160 ng/L, n=3) para metilamina y pentilamina respectivamente. Ambos valores pueden
considerarse estadisticamente iguales (con un nivel de confianza del 95%) a los obtenidos
por € método propuesto.

El cromatograma obtenido para € andlisis de screening de la muestra de agua
residual (Figura 28) utilizando la Fase Mévil 1, indico la presencia de metilamina y
putrescina y/o pentilaming; utilizando la Fase Movil 2, se confirmd la presencia de
pentilaminay metilamina.

Los limites de deteccion obtenidos utilizando € procedimiento de screening
propuesto para las aminas aliféticas y biogénicas en € agua residual, calculado como 3
veces la sefid dd fondo dividido por la pendiente, fueron: 0.066, 0.053, 0.015, 0.2, 0.011,
0.0075, 0.027, 0.0076, 0.011 y 0.06 mg/L para MA, EA, BA, DEA, PeA, Put, Cad, HA,
Spd y Spm respectivamente.
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Fase Mavil 2

Fase Mévil 1

Sefal Quimioluminiscente

rR1

I I I I I
0] 4 8 12 16 20
Tiempo (min)

Figura 28. Cromatogramas correspondientes a una muestra de agua residual utilizando la
Fase Movil 1y lafase Movil 2. R-Reactivo, 1-MA, 5-PeA 'y 7-Put.

Comparacion con otros sistemas de deteccion

La deteccion quimioluminiscente permitio alcanzar los limites de deteccién mas
bajos, como se observa en la Tabla 23. Para cada procedimiento se han considerado los
mejores volimenes de muestra y de eucion. Utilizando los derivados dansilados, los
limites de deteccion pueden mejorar desde 75 a 3 veces respecto a las medidas con
deteccion UV, y desde 10 a 2 veces respecto a las medidas en fluorescencia dependiendo
de la amina. Por otra parte, otros reactivos fluorescentes como FMOC y OPA/NAC,
dieron limites de deteccion mas elevados que los que proporciond la deteccion
guimioluminiscente.

Los vaores de repetibilidad y reproducibilidad de la deteccion fluorescente y
quimioluminiscente utilizando derivados dansilados, fueron comparables. Para la
deteccion fluorescente, se obtuvieron %DER entre 4 y 14% (calculadas de 3 réplicas de 5
mL de mezcla de aminas a concentraciones de 1mg/L excepto DEA a 3 mg/L). Los
valores parala deteccion QL son los mostrados en la Tabla 24.

En € trabao de dansilacion de aminas con deteccion UV o fluorescente, se
requirié un paso de limpieza en € soporte solido para eliminar e blanco reactivo. Este
paso producia una elucion parcia de agunas aminas, especialmente de las més polares, 1o
gue se observé también a alicar € procedimiento a muestras reaes, requiriéndose la

75



REACCION DEL TCPO

aplicacion del MOSA para calcular las concentraciones en las muestras. Sin embargo, a

utilizar la deteccion quimioluminiscente, este paso de lavado no se incluyé en d
procedimiento, obteniéndose recuperaciones mas elevadas para las aminas mas polares,

con lo que no apareci6 efecto matriz. La Unica excepcion fue la muestra de agua marina
gue, para € andlisis de aminas con més de dos atomos de C, requirio la aplicacién del

MOSA.

Conclusiones

En esta parte de la Tesis, se estudio la deteccion quimioluminiscente de aminas
para mejorar sus limites de deteccion. Para ello, la dansilacion se redlizo en soporte solido
como tratamiento precolumna. Los derivados dansilados se inyectaron en e sistema
cromatogréfico y se mezclaron con TCPO/H,O, para generar la quimioluminiscencia

Se consiguio la cuantificacion de las aminas diféticas a niveles de ig/L con
exactitud y reproducibilidad satisfactorias. Estos niveles de concentracion son adecuados
parala monitorizacion de las aminas aliféticas en muestras de agua reales.

No hubo diferencias significativas en la cuantificacion de los andlitos entre los
diferentes tipos de muestra ensayados.

El método también se empled con propositos de screening en resencia de otras

aminas aliféticas como las poliaminas espermina, espermiding, putrescina'y cadaverina.
Se optimizé un procedimiento de screening para separar las diez aminas.
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2.1. DISMINUCION DEL LIMITE DE DETECCION DE AMONIO
EN AGUA E INCREMENTO DE LA EXACTITUD DE SU
DETERMINACION.,

El amonio es un micronutriente en los sistemas acuosos. Tiene un papel
fundamental en €l ciclo del nitrégeno. Cuando se encuentra en concentraciones elevadas,
la cantidad de nutrientes aumenta en los sistemas acuosos aumentando la actividad
biol6gica, que lleva a un incremento del crecimiento de algas, turbidez, olor, mal sabor y
toxicidad. El amonio puede encontrarse en aguas superficiales, subterrdneas o marinas a
bajas concentraciones, del orden de 10 ng/L. En aguas residuales, puede halarse a
elevadas concentraciones, del orden de 30 mg/L debido alos procesos de amonificacion y
de reduccion de nitrato.

La legidacion especifica las caracteristicas del método de andlisis que se utilice
para estimar su concentracion. Su exactitud, precision, y limite de deteccion han de ser €
10% del valor paramétrico [40].

Los métodos de referencia como la deteccion espectrofotométrica de amonio
utilizando € reactivo de Nesder, la reaccion del indofenol o € electrodo selectivo de
amonio, se han utilizado ampliamente [41]. Ademas, en los Ultimos afios se han
desarrollado nuevos métodos. En la Tabla 26, se resumen algunas de las caracteristicas
analiticas como € limite de deteccidn, € intervalo dinamico lineal y la técnica empleada,
para algunos de los métodos publicados en la bibliografia.

Los métodos de inyeccion en flujo han sido los més destacados en los Ultimos
afos, normalmente combinados con sistemas como colectores de flujo [47], detectores de
fluorescencia con guia de ondas [49], sistemas quimioluminiscentes [50], deteccion
fluorimétrica basada en la complegjacion de amonio con cftadialdehido y tioglicolato
[53], y detector de fila de diodos con € reactivo de Nessler [44]. También se han descrito
métodos que utilizan cromatografia ionica [46,48] y electrodos selectivos de amonio
[42,43,51,54].
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Tabla 26. Resumen de algunos procedimientos descritos en la bibliografia para la
determinacion de amonio.

LD Intervalo

(mg/L) Lineal (mg/L)
[42] Métoc_zlo de lavado para I.a'd.eterminacién en flujo de i 01— 10
amonio con un electrodo i6nico de gases. :
Determinacion NH," en flujo. Detector electrodo de
gases.

Sistema FIA con 3 detectores: potenciométrico,

Ref. Técnica

[43] 385 3.857e-3— 1.2857

[44] conductimétrico y fotométrico (DAP). Reactivo de - DS
Nessler.
Sistema FIA con pre-concentracion en resina de

[45] intercambio catiénico. Basado en la reaccion de 3 0.05- 0.5
Nessler.

[46] Cromatografiaionicacon deteccion filade diodos. 18 0.36- 18

Sistema FIA con colector de flujo. Deteccion

[47]  fluorimétrica basada en la reaccion OPA/sulfito/NH,* 0.054 %-5- 0.135
y pre-concentracion

[48] Cromatografia ionica. 12.8 0.05-5
Sistema FIA con deteccién fluorimétrica utilizando

[49] wuna guia de ondas, basado en la reaccion 1.87 0.0107 - 0.0535
OPA/sulfito/NH," .

Sistema FIA quimioluminiscente basado en la

[50]  eaccion del luminol. A
Biosensor i6nico amperométrico basado en un

(51 electrodo de carbono modificado. 107 0.107-1.3375
Sistema FIA con deteccion amperomeétrica indirecta

[52] de los iones amonio. Electrodo modificado de 90 0.36-18
Clinoptilalito.
Sistema FIA con deteccion fluorimétrica. Basado en la

[53]  reaccion OPA ftioglicolato. S

[54] Electrodo selectivo de amonio. 0.155 0.18-1.8

El estudio de la determinacién de amonio se ha abordado en dos partes, con la
intencion de aportar nuevos métodos que mejorasen la sensibilidad y selectividad de los
de referencia:

= En laprimera parte, se desarrolla un método fluorimétrico para la determinacion de
amonio en muestras de agua basado en la formacion de un isoindol. Ademas se hace
un estudio comparativo con los métodos de Nesser y Electrodo Selectivo de amonio,
gue se revisan previamente a su utilizacion.

= Enlasegunda parte, se propone un método para la determinacién quimioluminiscente
de amonio en aguas por HPLC. El amonio se derivatiza en disolucion con € reactivo
cloruro de dansilo, y posteriormente el derivado se separa mediante HPLC y se hace
confluir post-columna con TCPO y H,0O, generando la sefia quimioluminiscente.
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2.1.21. DETERMINACION DE AMONIO EN MUESTRAS DE AGUA
UTILIZANDO EL REACTIVO OPA-NAC. ESTUDIO COMPARATIVO CON
LOSMETODOSDE NESSLER Y ELECTRODO SELECTIVO DE AMONIO.

En este capitulo, se propone un méodo basado en la derivatizacion de amonio
con d reactivo o-Ftaldialdehido (OPA) y N-Acsil-L-Cisteina (NAC) en condiciones
bésicas. El derivado isoinddlico formado se detectd fluorimétricamente a | excitacion = 415
nmy I emision — 485 nmo I excitacion — 333 nm y I emision — 4625 nm.

Se establecieron las condiciones dptimas para obtener la méaxima sensibilidad y
selectividad, y los resultados se compararon con los obtenidos utilizando € método del
reactivo de Nesser y e método dd electrodo selectivo. Los tres métodos ensayados, se
examinaron quimiométricamente para evaluar la presencia 0 ausencia de errores
sistematicos y mejorar sus incertidumbres a analizar muestras desconocidas. Se
compararon las ventgjas y desventgjas de cada uno de ellos en términos de sensibilidad,
selectividad, exactitud y precision. Mas informacién acerca de las condiciones
experimentales sereflggaen € Apéndice4 [55].

Meétodo de OPA-NAC

Se observéd una variacion de la sefid fluorescente del isoindol formado en la
reaccion amonio/OPA/NAC con € tiempo de reaccién, diferente en funcién de la
longitud de onda seleccionada. A | o = 415 nm / | gnision = 485 N, la sefid aumentaba
con e tiempo, alcanzando un maximo a 5 minutos (Optimo seleccionado) (Figura 29 a);
por otra parte, a | . = 333 nm / | o, = 462.5 nm, la sefid disminuia con € tiempo,
seleccionandose como Optimo 2 minutos (Figura 29 b). Los espectros de emision
fluorescente para un blanco y un patrén de amonio, al ec =415 M / | gmisisn = 485 nm (t
reaccion 5min) y | o =333 nm/ | ¢, = 462.5 nm (t reaccién 2 minutos), se muestran en
laFigura 30 a) y b) respectivamente.

Se optimizaron las condiciones de |a reaccidn de derivatizacion: concentraciones
del reactivo OPA/NAC y pH del Tampdn Borato, utilizando un disefio factorial 3 (Tabla
27) ados niveles de pH (10.6 (-) y 10.8 (+)), dos concentraciones de OPA (8.8 mM (-) y
15 mM (+)), y dos concentraciones de NAC (8.8 mM (-) y 60 mM (+)). Las condiciones
Optimas (maxima sensibilidad) seleccionadas fueron: 8.8 mM OPA:NAC (1:1) apH 10.8.
En la Tabla 28 se dan los resultados en cuanto a la importancia e interaccion entre los
factores estudiados siendo € vaor D,gerencia = 14.88.
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Figura 29. Sefial fluorescente frente al tiempo. @) | e = 415 NM/ | g = 485 Nm; b) | o = 333
nm/ | gn= 462.5 nm.
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Figura 30. Espectros de emision de fluorescencia. @) | . = 415 nm/ | ¢ = 485 nm (t
reaccion 5min); b) | o = 333 nm/ | o= 462.5 nm (t reaccion 2 min).

Tabla 27. Disefio factorial de optimizacién de las concentracién de reactivosy pH.

pH OPA NAC

+
4

+ + 4+ +
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Tabla 28. Importancia e interaccion entre los factores: pH, [OPA] y[NAC].

Factoro 0 p Conclusién
interaccion
PH 32.82 i
Don > Dreterencia Importancia de | os factores:
OPA 58.65 DOPA > Dreferencia [NAC] S [OPA] > pH
NAC 976.50 DNAC > Dreferencia
PH/OPA 11.26 Dphiopa < Dreferencia No hay interaccion
PH/NAC 32.17 Dpn/nac > Digrerencia DOS interacciones importantes:

OPA/NAC 58.34 DOPA/NAC> Dreferencia OPA/NAC > pH/NAC

Las curvas de calibrado de amonio a las diferentes | o y diferentes tiempos de
reaccion, y otros parametros analiticos como limites de deteccion, limites de
cuantificacion y desviacion estandar del procedimiento, se muestran en la Tabla 29.

Como la reactividad del OPA-NAC con aminas primarias es bien conocida, se
estudio su interferencia en la determinacion de amonio a las dos longitudes de onda de
excitacion. A | o =415 nm, MA, EA, IPA y b-FEA no dieron ninguna sefid fluorescente
significativa, incluso a concentraciones del orden de 15 y 30 mg/l. La curva de calibrado
de amonio en presenciade 1 mg/L de MA (Tabla 29) corrobora este hecho, manteniendo
tanto la pendiente como la ordenada igud ala curva de calibrado de patrones sin MA. Por
otra parte, en la Tabla 29 se observa que a | . = 333 nm, la pendiente de la curva de
calibrado en presencia de MA, fue similar a la obtenida con patrones sin MA; no asi
ocurri6 para la ordenada, lo que indica que a estal o, la metilamina esta contribuyendo a
la sefial obtenida.

Tabla 29. Curvas de calibrado de amonio y parametros analiticos utilizando € reactivo

OPA-NAC.
. t bts, DL QL SDP
Condiciones . ax
(min) 5 (1% s, (ML) (ML) (syb)
OPA/NAC 8.8mM 750 + 7
L1, lee=415nm > B 10 00083 17 007 02 002
(?_'i;” INAE &325"2"m 5  610+30 (638%;—’3420) 05 16 016
0 s L exe — y U. y
((i'z';/:\' :i%g;naﬂm 2 450+ 50 (6,18_%%;—'9,7‘30) 019 06 006
*

(1?S,A|’ ':fffﬁ”m 5 60+ll o 2?591551,618) 007 02 002

* OPA/NAC 8.8mM 1380 + 160
(1) 1 oo =333nm 2 1380£110 "0 os "180) 013

* Calibrado de amonio en presencia de 1 mg/l de MA.

81



REACCION DEL TCPO

Estudios de confirmacion: M éodo de OPA-NAC, Nessler y Electrodo Selectivo.

Revisién del Método de Nesder

En primer lugar, se estudio la influencia de la preparacion del reactivo Nessler
(en exceso de HgCl, (NR1) o con la cantidad justa hasta la aparicién ddl precipitado rojo
(NR2)). Los resultados obtenidos fueron similares requiriéndose Unicamente en € caso
del NR2 la adicion de 100 ml de NaOH 6N. Se varié € volumen de reactivo Nesdler
utilizado para la reaccién entre 50-300 ni (en 2.5 ml), selecciondndose como Optimo 100
m. Como agente complgjante de interferentes, se estudié la adicion de EDTA o de
Tartrato sodico-potésico, pero € EDTA impidid la reaccion, por lo que se selecciond
tartrato de concentracién 0.708 mM. Para eliminar € precipitado que se formaba a
elevadas concentraciones de amonio (superiores a 2.5 mg/l) se utilizé6 PVA y Triton X-
100, pero ninguno de elos consiguio eiminarlo.

EnlaTabla 30 se muestran las curvas de calibrado de amonio y otros parametros
analiticos a diferentes tiempos de reaccion y en diferentes condiciones experimentales.
Puede observarse que las pendientes, los limites de deteccion y cuantificacion y la
desviacion esténdar del procedimiento son similares en todas | as condiciones estudiadas.

Tabla 30. Curvas de calibrado de amonio y parametros analiticos utilizando el Método de

Nesder.
Condiciones (ts) (b%sy) (axs,) Syx,r2,n rrl;g?L rrl1_g$L 55';
100m NR1, Sin 600 (0.126+0.003) (0.041+0.006) 0.013,0997,9 03 11 011
tartrato
0 (0.123+0003) (0.044%0008) 0014,0997,8 04 12 012
100mM NR1, 210 (0.123+0.003) (0.049+0008) 00150997,8 04 12 012
00708Mtartralo 390 (01234 0.003) (0.052+0.007) 0014,0997,8 03 11 011
600 (0.123+0.003) (0.054%0007) 0013,0997,8 03 11 011
100m NR1,0708 O  0.130+0007 0096+0009 0014,0992,5 03 11 011
mM tartrato. Ho,0 120 0.125+0006  0105+0008 001209945 03 10 010
nanopuratratada

50 m NR1, 600  (0.1018+ (0.0266+  0003,0999,4 008 03 003

0.708 mM tartrato 0.0011) 0.0017)
100 m NR2, 0 (0125+0003) (0.010+0009) 0.014,09985 03 12 012
100m NaOH, 210 (0.131+0.006) (0.018+0015) 00209955 06 18 018
0.708 mM tartralo 390  (0.132+0.006) (0.018+0.015) 0.02,0994,5 06 19 0.9
600 (0.132+0.06) (0.018+0015) 0.02,09945 06 19 019
100m NR2,100m 0 01196+0.0017 0011+0005 0.007,0999,5 018 06 0.06
NaOH, 0.708 MM 210 0125+0005 0020+0012 0019,099,5 05 15 015
tartrato, H,0 390 0126+0.005 0.022+0013 0.0209%,5 05 16 016
nanopuratratada. g0y 15740005  0023+0013 002,099%,5 05 16 016
100 m NR2, 0 (0111+0007) (0.062+0019) 00309885 08 27 027
100m NaOH, 210 (0.117+0.004) (0.089+0011) 0.017,0996,5 04 15 015
0.708 mM tartrato, 390 (0.116+0.004) (0.098+0.011) 0.019,0.996,5 05 16 0.16
100 m PVA 600 (0.115+0.005) (0.103+0013) 00209955 05 18 0.8
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Revision del Método de Electrodo Salectivo

Las curvas de calibrado de amonio, E(mV) frente a Log (C ,..), dieron una

respuesta lineal como la que se muestra en la Figura 31-1. Las respuesta de las aminas
utilizando este método fue polindmica, y diferente para cada amina (Figura 32 a).
Ademés la respuesta de las aminas en presencia de amonio, fue diferente ala obtenida sin
amonio (Figura 32 b). Por otra parte, lalinealidad de la curva de calibrado de amonio se
perdié en presencia de una concentracion fija de amina gustandose los datos a una
funcién polindbmica, como puede verse en la Figura 31-2.

Se concluy6 que el método del electrodo selectivo de amonio, presentaba error
sistematico en presencia de aminas.

1 60 T
40
2 20 T
15 25
>
E
w
Figura 31. Curvas de calibrado
-140 =~ de: 1-Amonio. 2Amonio en
LOG(NH4+) presencia de MA (1 mg/l).
a) 100 1 b) 10
80 3 0 1 . En preselncia del rlng/L NH4+.
<]
\ 5 10 15 20
601 -10 1
40
S S 20
E 20- £
L W -30
0 .
20 -40
-20 1
-40 507
-60 - -60 -
C amina (mg/L) C amina (mg/L)

Figura 32. Curvas de calibrado de: a) Aminas. b) Aminas en presencia de 1 mg/l de amonio.
(" metilamina, [Jetilamina, isopropilamina, =~ b-feniletilamina)
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Andliss de muestras de agua

Aplicacion del Método de Nessler

Mediante un test t (4 = 0.05) se comprob6 que € tratamiento de decloracion y
precipitacion de los cationes de las muestras, no afectaba a los resultados, siendo la
pendiente de la curva realizada con patrones tratados, smilar a la pendiente de la curva de
patrones sin tratamiento (ver en Tabla 30).

Para evaluar la presencia 0 ausencia de errores sisteméticos, se aplicaron €l
MOSA vy d Youden a tres muestras de agua. Al aplicar e MOSA, |as pendientes fueron
en todos los casos estadisticamente diferentes a la pendiente de la curva de caibrado de
patrones. Para las tres muestras, las pendientes variaban en funcion del volumen de
muestra estudiado y del tratamiento aplicado. Este comportamiento se reflga en la
Figura 33.

0.6 1« NR1 > <« NR2 >
0.5 A {
o)
? 12 ]
+| 03 T *
=5 + K
02 T *
I * Valor de
0.1 Referencia
0 T T T T T T T T T T
< < < < Te) Lo n o — — N N
A & & +d «H4 2@ 9 o o o o
11 11 11 1l 1l 1 o o 11 I 11 11
> > >> > >0 10 >2> > >
E 0 F K K K 2 22 F K F K
z =z =
= zZ

Condiciones

Figura 33. Pendientes de las curvas de calibrado al aplicar € Método de Nesder en las
diferentes condiciones estudiadas. (" ) Agua de riego (S1) (1) Agua residual (S2) (0) Agua
de fuente (S3). Condiciones: NR1 o NR2 (Reactivo de Nesder 1 0 2); T: Muestra Tratada;
NT: Muestra no tratada; TNC: Muestra tratada sin declorar; V: Volumen de muestra (mL);
Volumen total= 2.5 mL.

El estudio del error sistemético constante mediante e método de Youden [56],
dio una ordenada en € origen diferente de cero para la muestra de agua residua (S2)
desdet =210sat =390 s, por lo que d vaor de TYB (Blanco Total de Youden) se tuvo
en cuenta a calcular la concentracion de amonio en la muestra. La Figura 34, muestra
este resultado.
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Figura 34. Grafico de Youden a diferentes tiempos para la muestra de agua residual.

De estos estudios, se concluy6 que a utilizar e Método del Reactivo Nesser para
cacular la concentracion de amonio en muestras de agua reales, habria de aplicarse €
Método de Adicion Estandar (MOSA) teniendo en cuenta el valor del TY B cuando fuese
necesario, 0 aplicar e GHPSAM [57], que permite determinar la concentracion del
analito en muestras desconocidas eliminando ambos errores sisteméticos ala vez.

Las concentraciones de amonio encontradas en las tres muestras estudiadas
utilizando este método aplicando é MOSA o d GHPSAM, se muestran en la Tabla 31
Estas concentraciones responden a las concentraciones habituales de amonio en estos
tipos de muestras.

Aplicacion del Método de Electrodo Salectivo

En labibliografia [58] se recomendaba aplicar € método de adicién esténdar s la
muestra presentaba cantidades muy bajas de amonio, por lo que se aplico d MOSA ala
muestra de agua de riego. La pendiente del MOSA (b + ) = (56.3 = 0.5), resultd
estadisticamente igual a la pendiente de la curva de calibrado con patrones (b £ s,) = (-6.6
+ 1.2). El céculo de la concentracion de amonio en las muestras, se redizé por medida
directa de la sefia e interpolacién en la curva de calibrado de patrones. Los resultados se
muestran en la Tabla 31.
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Tabla 31. Concentracién de amonio hallada en muestras reales utilizando los diferentes

métodos estudiados.
Muestra  meétodo Por UiGe | - (e (Ct59)
(s (mg/l)
Electrodo Medidadirecta - 0.0901
Sslaaiie Medidadirecta = 0.0903  (0.089 + 0.002)
Medidadirecta - 0.0867
MOSA 210 0.1545
MOSA 300 0.1725 (0.166 £+ 0.010)
S1 Nessler MOSA 390 0.1721
GHPSAM 210 0.1733
GHPSAM 300 0.2253 (0.19+ 0.03)
GHPSAM 390 0.1733
oPANAC MOSA(lec=415nm) 300 01984 .. 0
MOSA (I oc = 333nm) 120 0.1688
Medidadirecta - 15.6375
Electrodo . i (168 1.0)
Selectivo Medidadirecta - 16.9618 of 1.
Medidadirecta - 17.6654
MOSA 210 17.3592
- MOSA 300 18.1065 (18.0+ 0.6)
Nizzder MOSA 390 18.5709
GHPSAM 210 16.75
GHPSAM 300 - (17.1+ 0.5)
GHPSAM 390 175
= 14.21
oPANAC MOSA (lec =4150m) 300 1410+ 017)
MOSA (I ec = 415nm) 300 13.9740
Electrodo Medidadirecta - 0.4229
2 aa e Medidadirecta - 0.4587 (0.45+ 0.02)
Medidadirecta - 0.4587
S3 MOSA 210 0.3014
Nessler MOSA 300 0.3379 (0.323 £ 0.019)
MOSA 390 0.3297
= 300 0.3842
opA-NAC MOSA (e = 4150m) (0.37 + 0.02)
MOSA (I oc = 333nm) 120 0.3523

Aplicacién del Método de OPA-NAC

La aplicacion de Método de Y ouden dio ordenada en € origen estadisticamente
igual a cero a | o = 415 nm para las tres muestras, mientras que a | o = 333 nm, la
muestra de aguaresidua presentd error sistemético constante.
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Las curvas de cdibrado obtenidas a aplicar e MOSA (Tabla 32), mostraron que
al o = 415 nm, ninguna de las tres muestras presentaba error sistemético proporcional,
por lo que la concentracion podia deducirse a partir de la curva de calibrado de patrones.
Por otra parte, al . = 333 nm las muestras S1 y S3 estaban libres de errores sisteméticos
proporcionales, pero la muestra de agua residual presentd efecto matriz. Por tanto, para
calcular la concentracion de la muestra 2, habria que utilizar los datos a | . = 415 nm.
L as concentraciones de amonio halladas en las muestras, se reflejan en laTabla 31.

Tabla 32. Curvas de adicion estdndar para muestras reales utilizando €l Método OPA-NAC.

lo(nm) axs, b+s, (n, r%, )
Muestra
S1 415 103 + 17 710 + 20 (6, 0.9958, 30)
S1 333 550 + 50 1380+ 70 (6, 0.99, 90)
S2 415 466 + 4 688 + 5 (6, 0.9997, 7)
S2 333 3999 + 16 480 + 20 (5, 0.9943, 30)
S3 415 62 +12 803 + 17 (6, 0.9983, 20)
S3 333 540 + 40 1440 + 60 (6, 0.9932, 80)

Comparacion de resultados

Los resultados de la Tabla 31, se compararon mediante un test t de muestras
relacionadas, obteniéndose siempre vaores de tg,. < tp Sendo los vaores de a
superiores a 0.05 : 0.213, 0.190, 0.113 para las comparaciones OPA-NAC frente a
Electrodo Selectivo, OPA-NAC frente a Nesser y Electrodo Selectivo frente a Nessler,
respectivamente. Con estos valores, se concluy6 que los resultados eran similares en los
tres métodos estudiados.

En la Tabla 33 se reflgan las principales propiedades de los tres méodos. Se
observa que los limites de deteccion y cuantificacion que se obtuvieron a utilizar e
Método OPA-NAC fueron inferiores a los obtenidos con los métodos de Nesder o
Electrodo selectivo. El intervalo dindmico de concentraciones para € Método OPA-NAC
abarca concentraciones més bgjas. Los estudios de precision dieron valores de desviacion
estdndar relativa (DER%) similares para los tres métodos: 15-3 %, 16-5% y 18-1% para
el Nesder, eectrodo selectivo y OPA-NAC respectivamente.

El Mé&odo de Nesser presentd la desventaja de la aparicion de un precipitado
cuando se trabgjé con muestras readles, y ademas se detectaron errores sistemdticos
constantes y proporcionales, que requerian la aplicacion del MOSA y € Youden, o bien
la aplicacion del GHPSAM, para € cédculo de la concentracion de amonio en las
muestras. Por su parte, e Método del Electrodo Selectivo, permitié determinar e amonio
por medida directa de la muestra, aunque presentaba la desventgja de la interferencia de
aminas con sefia no aditiva. Por dltimo, el Méodo OPA-NAC, no presento efecto matriz,
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pudiéndose calcular la concentracién de amonio a partir de la curva de calibrado de
patrones. Este método resultd ademés selectivo a €. = 415 nm.

Tabla 33. Propiedades analiticas de los tres métodos estudiados.

Propiedades Métodos
analiticas Nessler Electrodo Selectivo ~ OPA/NAC
Intervalo 0.85-5 mg/L 5-100 mg/L 0.2 -1.4 mg/L
dindmico
Limite de Deteccién 0.6 mg/L 1.6 mg/L 0.07 mg/L
Reproducibilidad *x ** *x
Selectividad Método selectivo  Interferenciade aminas ~ Método selectivo
Coge ** * **
Rapidez 4 muestras/hora 7 muestras/hora 7 muestras/hora

En los tres métodos las sefides anditicas variaron en funcion del tiempo. En €
Método de Nesdler, la sefid se midio alos 10 minutos para asegurar una sefia estable. En
e méodo del electrodo sdlectivo, la sefid se midid cuando € valor del potencial
permanecia estable durante 1 minuto. En €l método de OPA-NAC, € tiempo de reaccién
fueron 5 minutos.

Teniendo en cuenta todas estas consideraciones, se concluyé que € método de
OPA-NAC podia utilizarse para la determinacion de amonio aportando rapidez,
selectividad y sensibilidad. El limite de deteccion acanzado esté por debajo del requerido

por € Official Journal of European Communities para establecer la calidad del agua de
consumo humano.

Conclusiones

En este trabgjo, se propuso € uso de la mezcla OPA-NAC como reactivo
derivatizante para e amonio. El isoindol fluorescente formado se detect6 selectivamente
en presencia de aminas excitando a 415 nm. El procedimiento optimizado se compar6 con
e méodo de Nesser y € método de Electrodo Selectivo, que fueron revisados
previamente a su utilizacion.

La aplicacion del méodo de Nesder a muestras reaes presentd agunos
problemas como la formacién de precipitado y € efecto matriz. Para calcular la
concentracion de amonio, se requirio la aplicacion del MOSA o dd GHPSAM. Por su
parte, la aplicacion del método del Electrodo Selectivo a muestras reades presento e
problema de lainterferencia de aminas con sefid no aditiva.

Sin embargo, d utilizar e méodo de OPA-NAC, la concentracion de amonio se
podia calcular a partir de la curva e calibrado de patrones, aporta mejores limites de
deteccion y presenta una velocidad de muestreo similar aladel eectrodo sdectivo.
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2.1.2.2. DETERMINACION QUIMIOLUMINISCENTE DE AMONIO EN AGUAS
PORHPLC.

Los métodos de referencia para la determinacion de amonio, Nesder, € indofenol
y dectrodo selectivo, presentan problemas de selectividad [55,59-61]. En la bibliografia
se han descrito algunos procedimientos para megorarla. En estos trabgjos, se ha utilizado
una resina de intercambio anionico ligeramente basica [62] o bien una columna de
intercambio catiénico de alta capacidad [63], para separar € amonio de otros cationes
inorganicos y/o aminas aiféticas que pueden presentar las muestras de agua.

Existen también métodos para medir amonio basados en las reacciones de
derivatizacion con o-ftaldialdehido (OPA), como e reactivo OPA-aulfito [59] o mas
recientemente e OPA-tioglicolato [64] y € OPA-NAC (descrito en e capitulo
precedente, Apéndice 4 [55]) por formacién de derivados fluorescentes, que s bien
presentan mejores prestaciones gque |os anteriores, pueden conducir a errores sisteméticos
en algunas ocasiones, ya que la fluorescencia del fondo debida a compuestos organicos
naturales no suele ser insignificante en aguas naturales [59].

También se han desarrollado procedimientos quimioluminiscentes para la
determinacion de amonio [65-66] debido a su elevada sensibilidad, rapidez, simplicidad y
viabilidad. El reactivo utilizado normamente es e luminol combinado con e hipoclorito,
en sistemas de nyeccion en flujo, pero no ha sido descrita su aplicacion a HPLC para
mejorar su selectividad.

Aunque la reaccion entre los compuestos de nitrégeno y € cloruro de dansilo
(DnsCl) es bastante conocida, no se ha aplicado a la determinacion cuantitativa de iones
amonio con sistema de deteccién fluorimétrico 0 con generacion quimioluminiscente
post-columna (con reactivos como Bis-(2,4,6-triclorofenil)oxalato, TCPO). Sin embargo,
la reaccion de dansilacion se ha estudiado ampliamente para la determinacion de analitos
como aminas biogénicas en plantas [67], aminas de bgo peso molecular en muestras de
agua como se ha descrito en capitulos precedentes [68,21,36], fenoles en aguas
superficiaes [69], residuos de pesticidas ddl tipo fenoxil N-metilcarbamato en zumos de
frutas [70] y anfetaminas en muestras de orina [71,18].

Basdandonos en la experiencia de nuestro grupo de investigacion en la
derivatizacion de aminas con Cloruro de Dansiloy TCPO [36,71,18], se desarrolla en este
trabajo un método quimioluminiscente rapido, sensible y selectivo para e screening y
cuantificacion de amonio en muestras de agua de bgja concentracion de amonio (<0.5
mg/l), pero también aplicable a muestras de concentracion mas elevada.

El método se basa en la derivatizacion directa de amonio en la muestra (sin
ningun tratamiento previo) con € reactivo cloruro de dansilo, seguido de HPLC para
separar la sefial analitica del amonio de la respuesta de otros compuestos de nitrégeno.
Después de la separacion en una columna anditica C18, los derivados se mezclaron con
e TCPO/H,0; y seregistré la sefid quimioluminiscente.
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Se estudio lainterferencia de los derivados de aminas en la sefial del derivado de
amonio, y también se propuso un procedimiento para € screening de aminas aiféticas y
amonio en muestras de agua de diferente naturaleza. Ademas, e método se aplico avarias
muestras después de aplicar € tratamiento Kjeldahl, para obtener valores de Nitrégeno
Kjeldahl Total.

Mas informacion acerca de las condiciones experimental es se puede encontrar en
d Apéndiceb.

Optimizacién de la dansilacién precolumna del amonio

Ladansilacién convencional de aminas se basa en la reaccion directa con cloruro
de dansilo en presencia de una concentracion eevada de bicarbonato, y algunos autores
recomiendan que la reaccién transcurra durante toda la noche (12 horas a temperatura
ambiente). En este trabajo, € amonio se derivatizd de acuerdo con las condiciones
establecidas por Marcé y col. para poliaminas [67], con algunas modificaciones
introducidas para hacer maés rapido € procedimiento. Para establecer las condiciones
optimas, los derivados dansilados se inyectaron en € sistema cromatogréfico, y la
reaccion quimioluminiscente post-columna se llevo a cabo siguiendo € procedimiento
descrito por nuestro grupo de investigacion para aminas diféicas previamente
desarrollado [36] (ver e montaje utilizado en la Figura 15, P4g. 39 del Capitulo 1-
Introduccidn). El derivado dansilado de amonio €luy6 a un tiempo de retencion de 2.4
minutos (Figura 35).

El cromatograma del blanco presentd un pico a mismo tiempo de retencion que
el pico del amonio. Este pico aparecia en mayor o menor medida en funcion de la
cantidad de disolvente empleado (Acetonitrilo 1, Scharlau) en la disolucion del reactivo.
Se intentd separar este pico del pico del derivado de amonio, mediante la utilizacion de
diferentes gradientes de elucion y también utilizando una precolumna con diferentes tipos
de relleno (CN, C18, SCX, o SAX) insertada mediante una vavula de conmutacion, pero
en ningun caso se obtuvo separacion, lo que indicaba que @ pico se debia a una
contaminacion de amonio en € disolvente empleado.

Por ello, se ensayaron diferentes disolventes: acetona, acetonitrilo 2 (J.T.Baker),
tetrahidrofurano y metanol. La mezcla del reactivo contenia 0.9 mL de disolvente (0.72
mL mas 0.18 mL de disolucién de reactivo DnsCl 5 mM), 0.2 mL de tampdn carbonato
0.1 M depH 9y 1 mL de agua nhanopura o patrén de amonio.

Aunque con disolventes como tetrahidrofurano (THF) o metanol, no garecid
pico de blanco, ninguno de €elos fue apropiado. El metanol disminuyé mucho la
eficiencia de la reaccion post-columna, y € THF impidio la reaccién de dansilacion a
encontrarse € reactivo DnsCl y e NH," en dos fases diferentes. La acetona presentd el
mismo comportamiento que el acetonitrilo 1, siendo apropiada para llevar a cabo ambas
reacciones (pre- y post- columna), pero presentaba un pico de blanco significativo. Al
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utilizar Acetonitrilo 2 (J.T.Baker), e pico del blanco no fue significativo, siendo la
eficiencia de la reaccion del amonio muy buena (Figura 35). Con estos resultados, se
selecciond Acetonitrilo 2 (J.T.Baker) paralos siguientes experimentos.

Patron

NH4+

Blanco

Sefial Quimioluminiscente

I I I I
0 1 2 3 4
Tiempo (min)

Figura 35. Cromatogramas del blanco y patrén de amonio de 0.187 mg/L en las condiciones
Optimas de derivatizacion.

Se ensayaron diferentes volumenes de disolvente para seleccionar € minimo
necesario para llevar a cabo la reaccion de derivatizacion sin perder la respuesta del
amonio. En la Figura 36 se muestra la influencia del volumen de disolvente en la sefia
del blanco. Se seleccionaron 0.4 mL de acetonitrilo como volumen éptimo por
proporcionar lamenor sefid del blanco sin pérdidas en la respuesta del amonio.

La concentracion del reactivo DnsCl en la mezcla de reaccion, se estudié en €
intervalo 0.15-0.75 mM, manteniendo constante € volumen de acetonitrilo en 0.4 mL. Se
escogio como concentracion de reactivo éptima 0.3 mM, pues proporcionaba la menor
sefial del blanco (ver Figura 36) sin que hubiera pérdidas en la respuesta del amonio.
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—+— Volumen de acetonitrilo Variable

80000 1 L, .
—m— Concentracién de DnsCl Variable 9-9mL

70000 A
60000 -
50000 A
40000 A

30000 A

20000 1 45 mM

10000 A 0.18m Condiciones optimas

0.15 MMB——— 0.3 mM

Altura de Pico del Blanco @V)

Volumen de Acetonitrilo (mL) o
Concentracion de DnsCl (mM)

Figura 36. Altura de pico del Blanco frente a Volumen de Acetonitrilo (Concentracion de
DnsCl fija 0.45 mM) o frente a concentracion de DnsCl (Volumen de acetonitrilo fijo 0.4 mL).

De acuerdo con estos resultados, |as condiciones optimas seleccionadas fueron las
gue se muestran en la Tabla 34: 0.4 mL de cloruro de dansilo 1.5 mM disuelto en
Acetonitrilo (J.T.Baker), 0.05 mL de tampon carbonato 0.2 M pH 9y 1.55 mL de patrén
de amonio/muestra. En esta Tabla, se comparan las condiciones establecidas por Marcéy
col. [67] con las optimizadas en este trabagjo. Como puede verse, se simplifico €
procedimiento original para hacerlo més répido.

Tabla 34. Comparacion del procedimiento de derivatizacion en disolucion establecido por
Marcéy col.[67] y €l procedimiento de derivatizacion en disolucion optimizado.

Procedimiento de Marcéy colaboradores Procedimiento optimizado en estetrabajo

200 iL muestra/patron + 401L patron 1.55 mL muestra/patron + 50 iL de tampdn
interno + 200 iL de carbonato sédico carbonato 0.2 M pH 9 + 400 iL DnsCl 1.5 mM
saturado + 400 iL DnsCl 5 mg/ml en acetona en acetonitrilo

Incubar en la oscuridad todalanoche a T2
ambiente o calentar 10 min a 70 °C
Afadir 100 iL de Prolina de 100 mg/ml e
incubar en la oscuridad 30 minutos
Extraer los derivados dansilados en 500 iL
de tolueno y mezclar 30 segundos
Separar 400 iL de lafase organica, secar y
redisolver en 800 iL de acetonitrilo
Pasar através de un filtro de tamafio de poro
0.45 im

Inyectar 20 iL en el sistema cromatografico

Calentar 10 minutos a 70°C

Inyectar 20 iL en el sistema cromatografico
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Caracteristicas analiticas

En la Tabla 35 se muestra la curva de calibrado obtenida en las condiciones
Optimas de derivatizacion. Se obtuvo buena linealidad en € intervalo 0.027-0.75 mg/L de
amonio, y € limite de deteccion establecido como la concentraciéon requerida para
generar una relacion (S/N)=3 fue de 8 ny/L. El cromatograma correspondiente a limite
de deteccidn aparece en la Figura 37-2. El limite de deteccion alcanzado por € método
estd muy algjado del limite establecido por la legidacion (0.5 mg/L de amonio para
muestras de agua no digeridas, y 2 mg/L par muestras de agua tratadas mediante €
método de Kjeldahl).

EnlaTabla 35, también se muestran las curvas de caibrado obtenidas utilizando
una concentracion de reactivo menor (0.15 mM) y utilizando la concentracidn Optima de
reactivo en presencia de diferentes salinidades. Al utilizar concentracion de DnsCl 0.15
mM, la sensibilidad fue e 13% de la obtenida en las condiciones de concentracion de
reactivo Optimas. Los vaores de la pendiente obtenidos en diferentes salinidades fueron
estadisticamente similares a los obtenidos en ausencia de NaCl a un nivel de probabilidad
del 95%. Por tanto, e método no estaba influenciado por la salinidad.

Tabla 35. Ecuaciones de las curvas de calibrado (Altura de Pico(Voltios) frente a
Concentracion de NH,™ (mg/L)) obtenidas en diferentes condiciones.

Curva de Calibrado LD Intervalo
Condicion DnsCl  NaCl Y=(axs)+(bxs,)C (uglL) Lineal
(n, I, sy (mg/L)
Y =(12+6)+ (130 £ 10- C )
1 0.15 mM (5, 0.9814,9) 60 0.28-1
Y=(2zx7)+ (960+ 1) C
(10, 0.9935, 16) :
2 0.3 mM V¥ = (3490) + (123004 400) C 8 0.027-0.75
(10, 0.9929, 205)
Y =(14£ 5) + (930 ) C .
3 0.3mM 354l (3, 0.9998, 3) 8 0.027-0.75
Y =(19 + 14) + (980 70 C 3
4 0.3mM 3549l (3, 0.9942, 16) 8 0.027-0.75

* Area de Pico(Voltios) frente a Concentracion de NH,™ (mg/L).

En la Tabla 36 se muestran los estudios de precision y exactitud dd método a
diferentes niveles de concentracion. La reproducibilidad y repetibilidad del méodo
fueron buenas independientemente de la concentracion ensayada, obteniéndose valores de
porcentaje de desviacion estandar relativa (%DER) entre 2672 % y 486 %
respectivamente. La exactitud del método se evalud andlizando varios patrones de
concentracion conocida, y como puede verse en la Tabla 36, resultd satisfactoria,
proporcionando errores relativos (%Er) entre 59.8%. Incluso a niveles de concentracion
de amonio muy bgjos (0.028 mg/L), la exactitud del método fue buena con un error
relativo del 6%.
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Tabla 36. Estudios de precision (%DER) y exactitud (%Er) proporcionados por € méodo a
diferentes niveles de concentracion de amonio (n, nimero de réplicas).

Reproducibilidad Repetibilidad Exactitud
NH; (mg/L) %DER(n) NH; (mg/L) %DER(n) NH, (mg/L) %Er (n)
015 — 0.11 6.2 (5) 0.028 5.8 (4)
0.165 8.6 (5) 0.055 5 (4)
03 . 0.2 4.0 (3) 0.165 5.9 (3)
05 8.4 (3) 0.193 9.8(3)

Para evaluar la selectividad del método y conociendo la reactividad del Cloruro
de Dansilo con compuestos de nitrogeno, se estudio la posible interferencia de las aminas
en la sefid de amonio. En los sistemas acuosos, las aminas se suelen encontrar a niveles
deig/L, y muy raras veces a niveles de mg/L. La Figura 37-3 muestra el cromatograma
obtenido para una mezcla de amonio y aminas (MA, EA, DMA, N-PrA, BA, DEA, PeA 'y
HA), y como ha sido demostrado en capitulos anteriores, no se observd solapamiento
entre los picos.

NH4+

N-PRA + DMA

Sefial Quimioluminiscente

Tiempo (min)

Figura 37. Cromatogramas correspondientes a: 1. Blanco. 2. Patr6n de amonio de 8hg/L
(LD). 3. Mezcla de varias aminas contaminadas de amonio: MA 0.1 mg/L, EA 0.2 mg/L, N-
PrA 0.3 mg/L, DMA 0.3 mg/L, BA 0.3 mg/L, DEA 0.5 mg/L, PeA 0.3 mg/L y HA 0.3 mg/L.

Se fortificd un patron de amonio con 0.1 mg/L de MA, DMA, DEA y PeA, (que

son las aminas que hasta e momento habiamos encontrado en muestras de agua) para
estudiar la posibilidad de consumo del reactivo por parte de las aminas, y e porcentgje de

A
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recuperacion de la sefid del amonio fue del 89.3%, por lo que se consideréd que no
afectaba su presencia a la determinacion de amonio ain encontrandose a niveles
superiores alos que estas se presentan en aguas.

Anélisis de muestras de agua

Se andlizaron 10 muestras de aguareales, y en varias de ellas se encontré amonio.
A modo de gemplo, en la Figura 38, se muestran los cromatogramas por triplicado
obtenidos para la muestras de agua residua (dilucion 1:130) @A) y de lago (dilucion
1:8.25) (B). Ambas presentaban amonio en diferentes concentraciones.

A
g
c
)
3]
B
IS NH4+
1S
S [
2o
€
= B)
(o4
©
e
o)
7]
NH4+
——
I I I I
0 1 2 3 4

Tiempo (min)

Figura 38. Cromatogramas de las muestras de agua (3 réplicas). A) Agua residual.
B) Agua delago.

Para validar la exactitud del método se fortificaron las muestras con
concentraciones de amonio conocidas. Al aplicar e MOSA, las muestras de agua
natural (S1), de grifo (S2), de fuente (S3), de riego 2 (S5), de lago(S6) y residual (S10),
presentaron pendientes similares a las de la curva de calibrado con patrones (ver Tabla
35) aun nivel de confianza del 95% como lo demostré € test t [72] dado en la Tabla 37,
por lo que no habia efecto matriz y la concentracién de amonio en las muestras podia
calcularse a partir de la curva de calibrado de patrones con resultados exactos. Para la
muestra $4 (agua de riego 1) la pendiente de la curva de calibrado del MOSA fue similar
a la de la curva de cdibrado de patrones a un nivel de confianza del 98%. Para bs
muestras de agua marina, solo S7 dio pendientes smilares a un nivel de confianza del
99%, mientras que S8 'y S9 presentaron efecto matriz como puede verse en la Tabla 37.
En presencia de efecto matriz, la concentracion de amonio debe calcularse aplicando €

9%
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MOSA. Las ecuaciones del MOSA (ordenada: a (s,), pendiente: b (s,), I, n, s,,) paralas
muestras S8 y SO fueron: 57(5), 490(30), 0.9976, 4, 8.8 y 55(5), 320(30), 0.9707, 5, 8.6,
respectivamente. Las pendientes del MOSA fueron inferiores a la pendiente de la curva
de calibrado de patrones de amonio (Tabla 35).

Tabla 37. Test t de comparacion de pendientes de las ecuaciones del MOSA para todas las
muestras evaluadas con la pendiente de la curva de calibrado de patrones de amonio.
Los valores tabulados corresponden a un nivel de confianza del 95 % excepto * (98 %) y

**(99 %).
Muestra Eealc Fian Conclusion 1 teqc trab Conclusién 2
Varianzas Pendientes
S1-Natural 3.988 17.443 Homogéneas 1.086 2.7767 smilares
. Varianzas Pendientes
S2-Grifo 6.150 799.5 Homogéneas 2.940 3.1824 smilares
S3Fuente 3205 864l VIS 54 oq7eq  Pendientes
Homogéneas similares
. Varianzas 2.7764 Pendientes
S4-Riego 1 1.606 864.16 Homogéneas 3.540 3.7469* . —
. Varianzas no Pendientes
S5-Riego 2 92.003 17.443 Homogéneas 2.024 12.603 similares
Se-lago 4431 17.443 YAAZENO g op, 4549 Pendientes
Homogéneas similares
. Varianzas 3.1824 Pendientes
S7-Marinal 2.23 799.5 Homogéneas 3.894 5.84%* SR —
. Varianzas 2.7764 .
S8-Marina 2 5.36 17.443 Homogéneas 5.960 4.6041%* Efecto matriz
. Varianzas 2.7764 .
S9-Marina 3 5421  17.443 Homogéneas 8.137 4.6041** Efecto matriz
. Varianzas Pendientes
S3- Kjeldahl 1.659 647.79 Homogéneas 0.071 4.3027 similares
Sa-Kjedahl 2378 16044 YIS 00 opygy  Pendientes
J ' : Homogéneas ' ' similares
S6-Kjeldahl 2726 64779  YAAWES 400 4gppy  Pendientes
Homogéneas similares
. Varianzas Pendientes
S9- Kjeldahl 3.409 864.16 Homogéneas 0.619 2.7764 smilares
. Varianzas Pendientes
S10- Kjeldahl 1571 799.5 Homogéneas 1.179 3.1824 e nilres

En la Tabla 38 se muestran las concentraciones encontradas en la muestra a las
dos concentraciones de amonio adicionado, y los errores para estas muestras fueron
inferiores en todos los casos a 10.7% excepto en la muestra S7, que presentd pendiente
del MOSA similar a la de la curva de calibrado de patrones a un nivel de confianza del
99% (para esta muestra los errores relativos fueron algo mayores). Los cromatogramas
tipicos de la muestra de agua de fuente fortificada con 0, 0.15 y 0.3 mg/L de amonio se
muestran €l la Figura 39.

9%
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Tabla 38. Concentraciéon de amonio encontrada en muestras reales fortificadas con amonio a
diferentes niveles de concentracion antes y después del tratamiento Kjeldahl.

Muestra
S1-Natural
S2-Grifo
S3-Fuente
S4-Riego 1
S5- Riego 2
S6-Lago
S7-Marinal
S9-Marina3
S10-Residual

Amoniolibre

NH," adicionado

0.15 mg/L

Concentracién encontrada (% Er)

0.155 (3.3%)
0.141 (6%)
0.135 (9.3%)
0.145 (3.3%)
0.135 (10%)
0.145 (3.3%)
0.189 (26 %)

0.149 (0.3%)

Sefial Quimioluminiscente

|

NH," adicionado

0.3 mg/L

0.268 (10.7%)

0.299 (0.3%)
0.268 (10.7%)
0.271 (9.7%)
0.283 (5.7%)
0.354 (18%)

0.304 (1.3%)

NH4+

Después del tratamiento Kjeldahl

NH," adicionado

0.15 mg/L

NH," adicionado

0.3 mg/L

Concentracién encontrada (% Er)

0.138 (8%)
0.141 (6%)

0.169 (12.7%)

0.147 (2%)
0.148 (1.3%)

S2 + 0.3 mg/l NH4+

S2 + 0.15 mg/l NH4+

(0}

Tiempo (min) 4

0.299 (0.3%)
0.278 (7.3%)

0.327 (9%)

0.291 (3%)
0.320 (6.7%)

Figura 39. Cromatogramas de la muestra de agua de fuente fortificada con 0, 0.15y 0.3

mg/L de amonio.

En la Tabla 39 se describe la respuesta de screening que proporciona € método
propuesto tomando como referencia la concentracion limite establecida en la legislacion.
Se encontré amonio en las muestras S3, S6, S7, S8, S9y S10, pero solo € agua residual
(S10) y € agua marina 1 (S7), superaron € limite establecido por la legidacion (0.5
mg/L). En la Tabla 39 se muestra ademas la concentracion de amonio hallada en las
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muestras utilizando la curva de calibrado de patrones de amonio (Tabla 35) y utilizando
e MOSA, observandose resultados similares. El agua de fuente y @ agua residual se
analizaron también utilizando e método de OPA-NAC anteriormente descrito (Apéndice
4, [55]). Los resultados fueron 0.37 (s=0.02, n=3) y 32 (s=0.4, n=3), respectivamente.
Ambos valores pueden considerarse estadisticamente similares (a un nivel de confianza
del 95%) a los obtenidos por € método propuesto. El amonio cuantificado en € agua
residual deberia observarse con reservas, debido a la gran dilucién llevada a cabo en la
muestra tanto por € método quimioluminiscente como por € fluorescente.

Un grupo representativo de estas muestras se tratd para evaluar e Nitrégeno
Kjeldahl Total. El test t presentado en la Tabla 37, indico que la pendiente del MOSA era
similar a la de la curva de patrones de amonio. Por tanto, ninguna de las muestras
presentaba efecto matriz, pudiéndose obtener |a concentracion de amonio a partir de la
curva de calibrado con patrones. Para validar la exactitud, las muestras tratadas mediante
e procedimiento Kjeldahl, se fortificaron con concentraciones conocidas de amonio, y las
concentraciones de amonio halladas se muestran en la Tabla 38. Como puede observarse,
se obtuvieron errores relativos bgjos, entre el 0.3y d 12.7%.

La concentracion de amonio en las muestras después de aplicar e tratamiento
Kjeldahl, fue superior en todos los casos a la concentracion del amonio libre (Tabla 39).
Las muestras de agua de fuente, residua y de lago, dieron una respuesta de screening
positiva, siendo su concentracion superior a limite establecido por la legidaciéon (2

mg/L).

Tabla 39. Respuesta de screening y Concentracion de amonio deducida para las muestras

estudiadas.
Limite R Concentracion NH,* Concentracion NH,"
. espuesta
Muestra legislado Screening (C x59) (mg/l) (n=3) (Cx9) (mgll) (n)
(mg/l) Curva patrones MOSA
S1-Natural 0.5 No - -
S2-Grifo 0.5 No - -
S3-Fuente 0.5 No (0.367 £ 0.012) 0.347 (n=5)
SA-Riego 1 0.5 No - -
S5-Riego 2 0.5 No - -
S6-Lago 0.5 No (0.352 + 0.014) 0.378 (n=5)
S7-Marina 1 0.5 Si (3.8+£0.1) 3.108 (n=5)
S8-Marina 2 0.5 No Efecto matriz 0.098 (n=5)
S9-Marina 3 0.5 No Efecto matriz 0.147 (n=5)
S10-Residual 0.5 Si (30+4) 30.69 (n=4)
S3 Kjeldahl 2 Si (2.28+ 0.12) 2.34 (n=3)
4 Kjeldahl 2 No (0.56 £ 0.10) 0.595 (n=4)
S6 Kjeldahl 2 Si (3.05+ 0.13) 2.71 (n=3)
SO Kjeldahl 2 No (0.81 £ 0.08) 0.885 (n=5)
S10 Kjeldahl 2 Si (169 + 18) 152.6 (n=4)
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Conclusiones

En este trabajo se estudio la deteccion quimioluminiscente del amonio con la
intencion de mejorar la selectividad y sensibilidad de su determinacion. Se utilizo €
procedimiento de dansilacion en disolucion. El derivado dansilado se separé mediante un
sistema de HPLC y se mezcl6 post-columna con los reactivos TCPO/H,0, generandose la
quimioluminiscencia.

Se consiguié la cuantificacion de amonio a niveles bagjos (0.027-0.75 mg/L) con
buena exactitud (erroresinferiores al 9.8%) y precision (%DER entre 2-8.6%). El método
resulto selectivo frente a la presencia de aminas en la muestra 'y puede aplicarse para €l
screening y cuantificacion del amonio en muestras de agua, siendo e limite de deteccién
de 8 ig/L, nivel que esta muy alejado del limite establecido por la legidacion (0.5 mg/L
para muestras de agua no digeridas, y 2 mg/L para muestras de agua tratadas mediante €
procedimiento Kjeldahl).

El amonio se pudo cuantificar a partir ce la curva de calibrado de patrones para
cas todos los tipos de muestras de agua analizados: embotellada (natura), de grifo, de
lago, de fuente, deriego y residua. Sin embargo, dos de las tres muestras de agua marina
ensayadas, requirieron la aplicacion del método de adicion estandar para la cuantificacion
del amonio debido a la presencia de efecto matriz, efecto que desaparecio a aplicar €
tratamiento Kjeldahl.
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2.2. METODO DE SCREENING DE MUESTRAS PARA Cu(ll).

La necesidad de respuestas analiticas rapidas y fiables es incuestionable. Los
métodos de screening de muestras [ 73-74] proporcionan una respuesta binaria Si/No, que
indicas los analitos en cuestion estan presentes en la muestraa un nivel de concentracion
por encima o por debajo de un nivel de corte establecido. Con esto, se consiguen algunas
ventgjas, como la reduccion de los costes, rapidez, smplicidad y minimizacién de errores
debido alas diferencias entre e muestreo y € andisis.

Los métodos de screening tienden a dar informacion cualitativa mas que
cuantitativa, requieren muy poco 0 ningun tratamiento de la muestra, son rpidos y
normalmente requieren confirmacion mediante e uso de méodo convenciona para las
muestras cuyo resultado ha sido positivo. Ha de establecerse € limite de deteccion, €
valor de corte alrededor del cual se estableceran las posibilidades de error del método, €
umbral o valor establecido por € cliente o la legidacion (marcara la respuesta Si/No), y
las incertidumbres de los valores anteriores.
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2.1.31. METODO AUTOMATICO DE INYECCION EN FLUJO PARA EL
SCREENING DE MUESTRAS DE AGUA PARA Cu(ll), BASADO EN LA
REACCION QUIMIOLUMINISCENTE DE COPROPORFIRINA [-Cu (1) /
TCPO / H,0,.

Igarashi y col. [75] propusieron un método para la determinacién de Cu(ll)
basado en la reaccién quimioluminiscente de la Coproporfirina I-Cu(l1)/TCPO/H,0, en
estético. Basandonos en estos estudios, se propone en este capitulo un método automatico
para e screening de muestras de agua para Cu (lI), basado en la reaccién
quimioluminiscente del peroxioxaato. La Coproporfirinal es e fluoréforo. En presencia
de Cu(ll), por efecto quenching, la emisién quimioluminiscente disminuye. Se utilizé un
detector quimioluminiscente smple disefiado parainyeccion en flujo.

Se analizaron varias muestras de agua y se valido € método mediante el andlisis
de un patron de referencia certificado, verificandose su utilidad para cumplir con la
legislacion vigente sobre Cu (ver Tabla 3, Pag. 14 ddl Capitulo 1-Introduccién)

El montaje de inyeccion en flujo utilizado es € que se muestra en la Figura 16
Pag. 40 del Capitulo 1-Introduccion. Més informacion acerca de las condiciones
experimentales seincluye en e Apéndice 6.

Estudio dela sefial dd Detector de Quimioluminiscencia FireFly

Se evalud la sensibilidad del detector utilizando € procedimiento en flujo descrito
para la reaccion del Cr(l11)/Luminol/H,O, [76]. Las curvas de calibrado Log-Log y los
limites de deteccion obtenidos por nuestro grupo de investigacion en publicaciones
recientes [76-78] utilizando el espectrofluorimetro Hitachi F4500, asi como la curva
obtenida con este detector, se muestra en la Tabla 40. El detector de
Quimioluminiscencia FireFly presentd sensibilidad similar a Hitachi F-4500, con la
ventgja de ser mucho mas smple y presentar mucho menor coste.

Tabla 40. Comparacion de sensibilidad de los detectores en la reaccion QL
Cr(11D/luminol/H,Os.

Referencia  (10gatSes)  (028) oo (‘:‘Z )y Detector
[18] (1.91+ 0.03) (1.19+ 0.03) 1.3 Hitachi F4500
[19]  (1.97+007) (L25%007) 12 Hitachi F4500
(20  (1.84%003) (L16+003) 16 Hitachi F4500

Edetrabdo  (L04+0.06) (1.25:+ 0.06) 1.4 FireFly QL
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Optimizacion del sistema deflujo

La medida del espectro de emision del blanco dio un maximo a 622 nm (Figura
40 A). Una vez conocido € méximo de emision, se registro la curva cinética de la
reaccion. En tan solo 10 segundos, se formaba € intermedio correspondiente y se
desactivaba, como se muestraen laFigura40B.

A) Maximo 622 nm B)
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I (nm) Tiempo (s)

Figura 40. A) Espectro de emision QL del blanco de Coproporfirina |. B) Curva cinética de
la reaccion QL Coproporfirina I/TCPO/H,0,.

La optimizacion del sistema se llevd a cabo con la disolucién blanco de
Coproporfirinal, considerando Optimas las variables que maximizaban su sefid, ya que €
Cu(Il) contribuye a su disminucién. En la Tabla 41 se muestran las variables del sistema
optimizadas, € intervalo de estudio y € valor 6ptimo sel eccionado.

Tabla 41. Optimizacion de las variables quimicas y fisicas del sistema de inyeccion en flujo.

Variable égtueglvaadlg Optimo seleccionado
Concentracién CTAC 2 10° -9 10° M 1 10* M
Concentracion H,O, 01-1M 0.7M
Concentracion TCPO 1-10mM 5 mM
% MeCN:THF 0%:100% — 100%:0% 75%:25%
pH 4.7-10.3 7.4
V flujo Bomba 2 10 - 48 rpm 40 rpm
Volumen Bucle 50 — 500 ni 50 m
Distanciade lavavula de Liviop=12-24 cm Liviop=12 cm
inyeCCién (|V) al detector (QLD) LIV2—OLD:7-5 -15cm LIV2—OLD:7-5 cm
Longitud de la guia de ondas 17 =50 cm 17 cm

Tiempo de reaccion

Coproporfirina I-Cu(ll) 1-10min 5 min
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En cuanto alas variables quimicas estudiadas, destacar que la presenciade CTAC
sensibilizo la reaccion por ofrecer un entorno mas adecuado. El H,O, y € TCPO debian
llegar al detector por separado para acanzar la méaxima sensibilidad. Sus concentraciones
se variaron de acuerdo con los estudios recientes de esta reaccion quimioluminiscente
[79-80]. EIl TCPO se prepard en acetonitrilo:tetrahidrofurano 75:25 para evitar su
degradacion y obtener la maxima sensibilidad. El pH éptimo para la reaccién se obtuvo
con tampon bérax 0.1 M apH 7.4.

En cuanto alas variables fisicas, del estudio de la velocidad de labomba 2, sefijé
una velocidad de flujo para e TCPO de 2.9 mli/min, y para la Coproporfirina I, de 5
mi/min. El volumen del bucle seleccionado fue de 50 iL. Volumenes mayores dieron
problemas de reproducibilidad y presion. Dada la rapidez de la reaccion, parametros
como la distancia desde las vavulas de inyeccion a detector o la longitud de la guia de
ondas fueron estudiados. En ambos casos, los valores Optimos fueron las minimas
distancias posibles. La sensibilidad aumentd 10 veces a acortar la distancia de las
vavulas de inyeccion a detector, ademas de evitarse problemas de dispersion del bolo de
muestra. Por su parte, al disminuir la longitud de la guia de ondas, la sensibilidad
aument6 2.5 veces.

Con todas estas variables optimizadas, la concentracion de Coproporfirina |
empleada para la reaccion con Cu(ll) fue 2 10° M, concentraciones inferiores no dieron
reaccion. Se incorpor6 € Cu(ll) a sistema y se estudié e tiempo de reaccion Cu(ll)-
Coproporfirina | en € bafio de agua. El efecto quenching aumentaba al aumentar en
tiempo de reaccion, seleccionandose como éptimo 5 minutos.

Sensibilidad y selectividad del método

Se obtuvieron las curvas de calibrado de Cu(ll) en diferentes condiciones de
velocidad de flujo de los portadores de Coproporfirinal y CTAC/H,O, (0.7/0.5 0 2.2/0.7)
y diferentes condiciones de tiempos de reaccidn en los bafios, t; y t, (min). Los resultados
se muestran en la Tabla 42.

Tabla 42. Curvas de calibrado de Cu(l1) y parametros analiticos en diferentes condiciones
(IL: Intervalo lineal; LD: Limite de deteccion).

Vbomba1 (T\I/;nin) IL LD ) b
cAChoy R AER L PES ) S
0.7/0.5 5 2 4300£40 -183+07 0125 17  12,0.984,5.38
0.7/05 5 2 4370+110 -189+13 0125 17 8 0972 896
0.7/0.5 5 5 6770+30 -307+04 0125 10 5 0999, 132
2.2/0.7 4 0 3840+20 -190+10 032 17 4,099, 122
2.2/0.7 5 0 4255:18 -366+10 032 87 4,099,058
2.2/0.7 5 0 5010£50 -30.7+08 0100 10  10,0.994, 283
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Las dos primeras curvas obtenidas en las mismas condiciones (velocidades de
flujo 0.7/0.5 y t/t; 5/2 minutos) mostraron la reproducibilidad del sistema, siendo el
porcentgje de recuperacion de la primera respecto a la segunda del 97%. Al utilizar
velocidades de flujo 0.7/0.5 y =5 minutos, se observo un aumento de sensibilidad de
1.65 veces d aumentar t,.

Al aumentar las velocidades de flujo (2.2/0.7), no se requiri6é un tiempo de parada
en & segundo bafio, obteniéndose una pendiente similar alos casos anteriores. Cuando €
tiempo de reaccidn se incrementd en un minuto mas, la sensibilidad fue cas € doble,
obteniéndose € mejor limite de deteccion de 8.7 ig/L, nivel que f ue 5.8 veces inferior a
limite establecido por la legidacion para Cu(ll) en aguas (50ig/L). Los limites de
deteccion se calcularon como 3: Syanco/bD, SENAO Syanco = 105.96 (N=9).

La curva de cdlibrado en estas Ultimas condiciones de maxima sensibilidad, se
obtuvo en € intervalo 100 ig/L, que fue € intervalo lineal, pues a concentraciones
superiores de Cu(ll), la sefid permanecié constante. Los registros de inyeccion en flujo
obtenidos se muestran en la Figura 41
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£
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€
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© 2000 —
ey
)
n
l e
° | T
(0] 4 8

Tiempo (min)
Figura 41. Registros de inyeccion en flujo de los patrones de la curva de calibrado de Cu(ll).

Los estudios de repetibilidad y reproducibilidad para un patron de 159 y 17.3
ig/l de Cu(ll) respectivamente, dieron porcentajes de desviacion estandar relativa
(%DER) &l 16% y 12%. Los porcentajes de recuperacion fueron del 93% y 109%
respectivamente. Estos valores estdn en concordancia con la precision y exactitud
requerida en andlisis de trazas.
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Para validar la exactitud del método, se utiliz6 ademés un Material de Referencia
Certificado, SRM © 1640, de agua dulce (ver composicion Pag. 121). El método dio una
concentracion de Cu(ll) en e materia de referencia de (96 = 14) ig/L (Vaor de
Referencia del SRM 1640: 85.2 ig/L). El porcentaje de recuperacion fue (113 + 17) %
(n=3), quedando demostrada la exactitud del método.

Para comprobar la selectividad del método, se estudié € limite de tolerancia
(concentracion ala cual la sefial se modificaba més de un 10%) de los siguientes iones
metdicos. Na', Mg™, K, Ca*, Ag', Mr**, Ni#*, Zn?*, AP, Sif*, P, Hg'™", Fe*, Fe™,
Cd™, Cr** y Co™. Los iones Na', Mg™, K*, C&*, Ag, Mr**, Ni" y Zn** solo
interfirieron a concentraciones muy elevadas, entre 5 y 500 mg/l, que no son habituaes
en muestras de agua. AI**, S**, Hg™*, Cd?*, Cr** y Co™ tuvieron limites de tolerancia més
bajos, pero en ningun caso superaron los limites establecidos por la legidacion.
Solamente P**, Fe”* y Fe*" dieron un limite de tolerancia por debgjo de su limite
establecido por la legidacion, pero estaba por encima de su concentracion habitual en
aguas, por lo que € método fue suficientemente selectivo para la determinacion de Cu(ll).
En la Tabla 43 se muestran los limites de tolerancia obtenidos, asi como los limites
establecidos por la legidacion y su concentracion habitual en aguas, para los iones méas
toxicos estudiados.

Tabla 43. Estudio de la interferencia de iones metalicos.

Limite Legisado Conc. en aguas Limite de
I (ng/?_g) naturales(r?g/L) Tolerancia (myL)

Al 10 3000
Fe(lll) 2000 500 2000
Fe(lll) 2000 500 2000
sl 300
Ph(I1) 50 1 30

Hg(ll) 1 0.07 300
cd(in) 5 0.03 30

Co(ll) 0.05 30

crny 50 1 3000

Fiabilidad del método para € screening de muestras de agua para Cu(ll)

A concentraciones cercanas a limite de deteccion, se pueden producir un
determinado porcentgje de falsos positivos y falsos negativos. Para tener un valor de
referencia, se establecio un valor de corte a concentracion 2LD. Se consideré un falso
positivo cuando una muestra de concentracion inferior a nivel de corte, daba una
respuesta positiva. Se consider6 un falso negativo cuando una muestra de concentracion
igual o superior a nivel de corte, daba una respuesta negativa.
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En la Figura 42, pueden verse los porcentgjes de falsos psitivos y negativos
correspondientes a la medida de patrones de concentraciones cercanas a limite de
deteccion: 0.5LD, 1LD, 1.5LD, 2LD, 3LD y 3.5LD ig/L. Como puede observarse, a
partir de 3.5LD, € porcentgje de fasos desaparece. Este valor estd lgjos del vaor
legislado (50 ig/L), por lo que no se cometerdn errores a utilizar e método para €
screening de muestras.
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Figura 42. Porcentajes de fal sos positivos (%FP) y fal sos negativos (%FN) en patrones de
Cu(Il) a concentraciones cercanas al limite de deteccion(DL).

Aplicacion a muestras de agua

El méodo se aplico al screening y cuantificacion de Cu(ll) en muestras de agua
reales. De las seis muestras analizadas de forma directa, solamente la muestra de agua de
fuente dio una respuesta positiva (T abla 44).

Tabla 44. Resultados obtenidos en € screening y determinacion de Cu(ll) en muestras de

agua reales.
Respuesta Conc. en lamuestra  Cygig
Muesra (oot g (C £ () (myly | %RecEs

S1, muestra sintética No - 31.77 92 + 16 (n=6)
S2, agua natural No - 31.77 102 + 19 (n=3)
S3, agua natural No - 31.77 100 + 13 (n=4)
$4, agua natural No - 31.77 117 + 7 (n=4)
S5, agua de grifo No - 50 83+ 11 (n=3)
S6, agua de fuente Si (61 £5) (n=8) 50 119 + 12 (n=3)
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Los porcentajes de recuperacion obtenidos al fortificar las muestras con Cu(ll),
fueron cercanos a 100%, como puede observarse en la Tabla 44. Estos resultados
validaron la exactitud del método, ya confirmada con € estudio del patron de referencia
certificado.

Conclusiones

En este apartado de la Tesis, se propuso un sistema automético para la
determinacion de Cu(ll) y & screening de muestras de agua. Se optimizaron las
condiciones quimicas y fisicas de lareaccion: CTAC 1 10° M, H,0, 0.7 M, TCPO 5 mM,
Acetonitrilo:THF 75:25, tampon borax pH 7.4, velocidad de las bombas répida puesto
gue la reaccion se da en menos de 10 segundos, y distancias desde las vavulas de
inyeccion al detector, las minimas posibles para evitar dispersiones.

El intervalo lineal de concentraciones fue de 10 a 100 ig/L, siendo €l limite de
deteccion 8.7 ig/L (muy por debajo del limite establecido por lalegidacion, 50ig/L). La
precision del método fue adecuada, siendo los vaores de %DER del 12% a 16%. Los
estudios de selectividad dieron limites de tolerancia superiores a las concentraciones
legidadas en la mayoria de iones estudiados. En los casos en que fueron inferiores,
estaban a niveles no habituales en muestras de aguas.

La exactitud del método se evalué mediante la fortificacion de las muestras de
agua analizadas, cuyos porcentajes de recuperacion fueron cercanos a 100%. Ademas, €
método se validé mediante un patron de referencia certificado proporcionando también
resultados bastante exactos.

Ademas, se estudio la fiabilidad del método para el screening de muestras de
aguay se Vio gue solo aparecian falsos positivos y negativos a niveles cercanos a limite
de deteccion. Por tanto € método permitiafiltrar las muestras cuyo contenido superaba el
limite establecido por la legidacion (50ig/L) de un conjunto de muestras de estudio, con
fiabilidad adecuada.
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2.2. REACCION DEL LUMINOL

11. MEJORA DE LA EXACTITUD DE LA DETERMINACION
DE Cr(I11), Cr(V1) Y Co(ll).

Validar un método de andlisis consiste en verificar y documentar su validez, es
decir, su adecuacion a los requisitos establecidos por € usuario. Estos requisitos se
denominan parametros de caidad o caracteristicas significativas de méodo. Pueden
distinguirse tres tipos de parametros de calidad:

» Edadisticos: Precision, exactitud, selectividad, limite de deteccion, intervao
dindmico y robustez. Este tipo de pardmetros son los que son estudiados més a fondo,
y se denominan parametros analiticos o figuras de mérito. De entre ellos, la exactitud
es el parametro més dificil de garantizar.

=  Operativos. Rapidez, equipamiento necesario, instrumentacion requerida, necesidades
energéticas, complejidad en la preparacion de la muestra, etc..

= Econdmicos: Inversion inicia, costes de mantenimiento, persona requerido, etc..

La validacién de la exactitud de un método puede llevarse a cabo por diferentes
vias:

= Estudio de errores sistematicos.

=  Comparacion del resultado del método que se esta ensayando con €l (los) resultado(s)
obtenido(s) utilizando otro(s) método(s) basado(s) en principios fisico-quimicos
digtintos.

= Aplicacion del método a un materia de referencia certificado cuya composicion en
uno o varios anditos ha sido certificada por un organismo de prestigio.

= Participacion en un gercicio de comparacion interlaboratorio.

La reaccion quimioluminiscente del luminol con peréxido de hidrogeno, se ha
utilizado para la determinacion de iones metdicos como Cr(ll1) y Co(ll), que actlian
como catalizadores. En esta Tesis se estudian tres aspectos que inciden en la exactitud de
la determinacion de Cr(l11), Cr(VI1) y Co(ll):

= Elaboracion de una guia parala eliminacion de errores sistematicos en la especiacion
de Cr(Il) y Cr(V1).

= Estudio de lainfluencia de los protocolos de acondicionamiento de muestras de agua
en |la deteccién quimioluminiscente de elementos traza.

= Propuesta de un modelo de calibracion multivariada aplicada a la determinacion
quimioluminiscente simultdnea de cobalto y/o cromo.
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2211 ELABORACION DE UNA GUIA PARA LA ELIMINACION DE
ERRORES SISTEMATICOS EN LA ESPECIACION DE Cr(lll) Y Cr(Vl)
EMPLEANDO LA REACCION DEL LUMINOL CON H,0,. APLICACION A
MUESTRAS DE AGUA.

La determinacion de niveles traza en muestras de agua medioambientales
requiere técnicas analiticas de elevada sensibilidad y selectividad. Para la determinacion
de cromo en muestras de agua, se han utilizado diferentes méodos, como la
espectrofotometria, fluorimetria, fluorescencia de rayos X, espectrometria de absorcién
atémica, espectrometria de emision atdmica, cromatografia, métodos e ectroquimicos y
andlisis quimioluminiscente. La técnica quimioluminiscente proporciona métodos para €
andlisis de trazas que son atractivos debido a su elevada sensibilidad y bajo coste.

En la bibliografia se han descrito diferentes procedimientos para la determinacion
de Cr(l11) y Cr(VI1) (previa reduccién a Cr(I11) con H,O, en HCI) en muestras de agua
basados en la reaccion del luminol con peréxido de hidrégeno, tal como se muestraen la
Tabla 45. En todos los casos, la sefial de emision seregistraa 425 nmy se utilizaEDTA
como agente complejante 0 separacion cromatogréfica para evitar interferencias de otros
metales. En la Tabla 45, se reflgja como los limites de deteccién varian en funcién del
procedimiento utilizado.

En este apartado se profundiza en la especiacion de Cromo centrandose en la
exactitud, paralo que se ha estudiado:

= El paso de calibracion, utilizando diferentes modelos: potencial o Log-Log e intervalo
lineal, utilizando & sistema luminol/H,O..

= El efecto de agunos interferentes y la interferencia de la matriz en estas
determinaciones en presenciade EDTA.

= Una discusion acerca de la utilidad del método de adicion estdndar (MOSA) en
funcion del modelo de calibracion elegido.

= Evauacion de la exactitud y precision del procedimiento para la cuantificacion de
Cr(l11) y Cr(VI).

= Desarrollo de un protocolo a seguir para evitar errores sisteméticos en la especiacion
de cromo.
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Tabla 45. Estudios recientes basados en la reaccion del luminol-H,O, para cromo.

L imite Deteccion

Ref. M étodo
(my/L)

81 Determinacion de Cr(lll) y Co. Separacién 15
[81] cromatografica.

80 Determinacién Cr(I11) Inyeccion en Flujo. EDTA como 0.0l
[82] agente complegante. :

83 Determinacion de Cr(VI1) y Cr(l11). SO, como reductor. Cr(l11): 50
[83] Separacion cromatogréfica. Cr(VI): 100

Determinacion de Cr(VI1) y Cr(lll). Inyeccion en flujo.
[84] H,O, en HCl como agente reductor. EDTA como agente 0.01
compleante.
85 Determinacion de Cr(lll) y Cr(VI) por cromatografia Cr(111):120
[85] jgnica sulfito sédico como agente reductor. Cr(V1):90
[86] Determinacion de Cr(l11). Inyeccion en flujo. 500
Determinacion  Cr(VI) y Cr(lll) con separacion

[87] cromatogréfica y una segunda columna cromatogréfica 2
para la reduccion de Cr(VI) a Cr(ll1).

[88] Determinacion de Cr(ll1). Inyeccion en flujo. 5.2

El montgje de inyeccion en flujo utilizado es € que se muestra en la Figura 17
Pag. 40 del Capitulo 1-Introduccién. Mas informacién acerca de las condiciones
experimentales sereflggaen € Apéndice 7 [77].

Modelos de Calibracion para Cr(111), Cr(VI) y Cr Total

Las curvas de caibrado Sefia-Concentracion, siguen una ecuacion potencia del
tipo: S=a C°, que a tomar logaritmos se transforma en unarecta del tipo: LogS = Loga
+ b LogC. También se han obtenido las ecuaciones de las rectas de calibrado
considerando Unicamente € intervalo donde € comportamiento es lineal.

Se ensayaron reactivos de diferentes calidades. HCl(p.a) / NaHCOs(r.a) /
Na,CO; 10H,0O(p.a.), o bien HCl(trace pure) / Na.COs(p.a.), y se observo que la sefial del
blanco desaparecia al utilizar los reactivos de mayor pureza: HCl(trace pure) /
Na,CO;(p.a.).

En la Tabla 46, se muestran las curvas de calibrado Log-Log e intervalo lined
parael Cr(lI1)y parad Cr(VI) utilizando reactivos para andlisis de trazas, y en € caso
del Cr(VI), a dos niveles de HCl diferentes (2 10°M y 5 10°M). Al observar los
intervalos linedles, se dedujo que a mayor concentracion de HCI, la sensibilidad era
mayor, lo que significa que la concentracion de HCI utilizada en la reduccion de Cr(VI) a
Cr(111) es un parametro a controlar.
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Tabla 46. Curvas de calibrado para Cr(l11) y Cr(VI).
Curva de calibrado

Cr HCI (M) L og-L og: Intervalo lineal:
axs;bxs, aisa;bizsb
(N, Sy 1) (N, Sy 1)
Cr(iin* ) 1.06+0.07; 1.70+0.07 -330+70; 97+6
(10, 0.04, 0.9861) (10, 80, 0.9689)
4 1.576+0.012; 1.403+0.013 -189+8; 115.9+1.1
Cr(VI 1 10° : :
V) (40, 0.02, 0.9967) (30, 17, 0.9976)
3 1.927+0.008; 1.314+0.009 -252+17; 197+2
Sl 510 (40, 0.014, 0.9984) (30, 40, 0.996)

En la Figura 43 se nmuestran los picos de inyeccién en flujo obtenidos para €
calibrado de Cr(VI) con los reactivos de mayor pureza (HCl(trace pure) / Na,COs(p.a)),
y concentracion de HCl 5 10°M parae tratamiento de reduccion de Cr(V1) aCr(l11).

4000 —
o 15 ny/L
[
o 3000 —
[&]
[7p]
£
£
S 2000 - 10 ng/L
e
E
= 6 ny/L
S 1000 —
D)
n 3 my/L
0 L

Figura 43. Registros de sefial para la curva de calibrado de Cr(V1) con HCl 5. 10°M.

Se llevd a cabo € estudio de mezclas de Cr(I11) y Cr(VI), para examinar la
posible determinacion de Cr Tota. En la Figura 44, puede observarse € solapamiento
entre las curvas potenciales de Cr(V1) y Mezcla (Cr(VD)+Cr(l11)) a dos niveles de
concentracion de HCI utilizado en el tratamiento de reduccion (HCI 1- 10°M y HCl 5. 10
M). Las curvas de calibrado potenciaes de las mezclas dieron pendientes similares alas
de las curvas de calibrado patenciales de Cr(V1), cuando se expresa la concentracion de
Cromo como Cromo Total (mas informacion puede verse en e Apéndice 7, [77]). De
estos resultados, se deduce que la conversion de Cr(VI) a Cr(l11) después del tratamiento
de reduccion, es del 100 %.
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4000
y = 90.704x"%%
3500 A R?=0.9971
3000 -
y = 84.534x"34
3 2500 1 R?=0.9984
IS -
> 2000 A1 £ 46.845x 37
& 135 4 R%=0.9945
1000 -
500 - y= 37.695x-40%8
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Cr(VI) + Cr(llt) (mg/)

Figura 44. Curvas de calibrado potenciales para Cr(VI) (" HO 1 10°M, 0 HO 5 10° M) y
para Mezclas (Cr(I11)+Cr(V))( [ HO 1- 10°M,” HA 5 10° M).

Por otra parte, a utilizar curvas de calibrado en € intervalo lineal, las pendientes
fueron similares si se representaban frente a Cr(V1) adicionado o frente a Cr Total, lo que
indicaba que en € intervalo linea, Cr(ll1) y Cr(VI) se comportaban igua después del
tratamiento de reduccién. En la Tabla 47, pueden observarse estos resultados a los dos
niveles de HCI utilizados para € tratamiento de reduccion.

Tabla 47. Curvas de calibrado en €l intervalo lineal para las mezclas de Cr(I11)+Cr(VI).

Cr HCI (M) (ats) (bxs) n
Cr Total 1 10° (-270+20) (129+3) 20 0.9906
Cr (VI) adicionado 1 10°  (120+20) (129+3) 20 0.9906
Cr Total 510° (-300+50) (193+4) 20 0.9932

Cr(VI) adicionado 5 10°  (270£20) (193+4) 20 0.9932

Los calibrados obtenidos para mezclas (Figura 44, Tabla 47) fueron smilares a
los obtenidos para Cr(V1) (Tabla 46).

Con esto, se concluyd que € método se puede aplicar para la especiacion de
Cromo en muestras de agua, determinando la concentracion de Cr(l11) previamente a
tratamiento de reduccion utilizando la correspondiente curva de calibrado, y después
determinando € Cr Totd utilizando la curva de calibrado preparada en las condic iones de
reduccion. El Cr(V1) se determinara por diferencia. Para evitar € uso de dos curvas de
calibrado, se puede optar por acidificar las muestras con HCI y medir laCL del Cr(111) en
estas condiciones.
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En la Tabla 48 se muestran algunos pardmetros analiticos correspondientes a las
determinaciones de Cr(l11), Cr(VI) y Cr Total. La precision y exactitud fueron buenas, tal
como se muestraen la Tabla 48.

Tabla 48. Parametros analiticos para las determinaciones de Cr(lI1), Cr(VI) y Cr Total.

Precision (%cv)** Exactitud (% Er)***
Cr,HCI(M) Ca* L.D. L.C.
% CVs % CVygo % CVs % B 5 % B 19 % B 15
P 1.9 4 12 9 10 5 4 5
Cr(l11) L-L 1.9 4 2 14 14 5 4 5
LI 2 4 12 9 10 5 5 6

%cvsy  %cvigs  %cCvisy %Esy %HEi3 %Eiss

Crvi) P 11 3 4 3 5 1.3 3 2
@l 16_3 L-L 11 3 0.6 0.4 0.7 0.2 0.5 0.3
LI 19 4 4 3 5 5 5 15

crvi) P 18 4 3 13 2 2 7 5
Gl 16_3 L-L 18 4 05 0.17 0.3 0.4 0.9 0.6
LI 18 4 4 3 5 5 3 0.9

%cCvyy  %CVasz  YCVs7; YW HEg1 %HBEzxmz % HEsy

& Ve P 2 5 6 4 2 0.3 1.2 4
i 10_‘3 LL 2 5 0.9 05 0.3 0.03 0.16 0.6

LI 3 5 6 4 - 0.003 0.002 -
R P 13 3 5 3 1.8 0.4 0.11 1.2
UG5 10_’3 L-L 13 3 0.7 0.3 0.2 0.04 0.017 0.15

LI 2 4 5 3 - 0.0014  0.0013 -

* P: Curva de calibrado potencial. L-L: Curva de calibrado doble logaritmica. LI: Intervalo lineal.
** %cv: Coeficiente de variaci énconcentracic’)n adicionada (mg/l). ***Er: Error rel atiVOconcentracién adicionada (mg/l)-

Estudio deinterferencias

Se demostro que € Cr(V1) no interferia en la determinacion directa de Cr(I11) en
concentraciones inferiores a 10 mg/l.

El Co(ll) interfirié en la determinacion directade Cr(l11) a niveles superiores a 50
ny/l, aumentando su interferencia después de aplicar € tratamiento de reduccion debido a
la presencia del HCI. Las curvas de calibrado de Cr(I11)/Cr(V1) en presencia de Co(ll):
Directa (Cr(111)): y = (824 6) C + (1104 50) y después del tratamiento con HCl 5- 10° M
(Cr(VI1)): y=(175+9) C + (2280 £ 90), dieron pendientes similares a las obtenidas sin
Co(ll) (ver Tabla 46), lo que demostré la aditividad entre las sefiales de Cr y Co.

En cuanto a los otros cationes y aniones estudiados: Cu(ll), Mn(ll), Ni(ll),
Mg(ll), Ca(ll), Fe(lll), CI, Br y SO,*, no produjeron interferencias.

114



Capitulo 2. RESULTADOS OBTENIDOS Y DISCUSION

Aplicacion a muestrasreales
¢ Método de adicion estandar (MOSA)

En la bibliografia no existen referencias acerca del uso de curvas potenciales para
la evaluacion del efecto matriz. Partiendo de datos simulados, se predijo como se
modificarian los coeficientes a'y b del modelo de curva potencia y=a- C. Se plantearon
dos suposiciones:

- Si no hubiese Cromo en la muestra, pero si efecto matriz, un %Conversiéon (P) entre
el 80-120 %, provocaria cambios en € coeficiente a, pero no en b, de formaque: y =
aP C’=(@ P) C=a C. Este efecto puede observarse en laFigura 45.

8000 - y = 41.526x 2631

7000
6000
5000 - y/~ 32.985x 12031
4000 -
3000 - y = 24.88x 12631
2000

Senal CL

1000 -

D

T T T 1

-15 5 25 45 65
Cromo Total

Figura 45. Influencia ddl efecto matriz en las curvas potenciales. © Conversion 100%. []
Conversién 80 %. [1Conversion 120%.

- S lamuestra contuviese Cromo, no podriamos utilizar las curvas potenciaes porque
no conoceriamos la concentracion de Cromo Total, con 1o que este modelo no sirve
para evauar € efecto matriz.

Se estudié & comportamiento de un polinomio, y = a X+ b X +c, d adicionar
diferentes concentraciones de analito y en ausencia de efecto matriz. El coeficiente a se
conserva, tal como puede verse en la Tabla 49, variando los coeficientes b y c. Los datos
experimentales, ro se adaptaron a este tipo de comportamiento, dando también una
variacion en € coeficiente a, tal como se observa en la Tabla 49.
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Tabla 49. Curvas de calibrado simuladas y reales utilizando model os de calibracion

polinémicos.
Conc. Datos simulados Datos experimentales
Cr (my/l)
0 y = 0.266 X% +105.7- X +2402.2 y = 0.4688- X? +71.158 X - 134.16
5 y=0266 X*+108.36- X +2937.4 y=04076- X*+79.802- X +182.53

10 y=0266 X*+111.02- X +3485.8 y=0.3646- X*+86.627- X +557.03
15 y=0266- X*+11368 X +4047.5 y=0.3056 X*+97.317- X + 1423
20 y=0266 X*+11634 X +4622.6 y=0266 X*+1057- X +2402.4

En € caso de que hubiese efecto matriz, en los datos polindmicos simulados,
ninguno de los coeficientes del modelo se conservarian, con lo que se descarté para su
evaluacion.

Con estos resultados, se concluy6 que no se podian utilizar este tipo de curvas
para la evaluacion del efecto matriz, siendo Unicamente posible diagnosticarlo s se
utilizaban los intervalos lineales de concentracion por comparacion de las pendientes de
calibracion obtenidas.

¢ MuestradeHCI

El estudio de las rectas de adicion estandar en una muestra de HCl que estaba
contaminada con todos los interferentes estudiados, dio porcentgjes de recuperacion en
pendiente respecto ala curva de calibrado de Cr(VI), entre e 94-114% cuando se trabag 6
en condiciones de reduccion con HCI 5 10° M y en d intervalo lineal de concentraciones.
Al utilizar € volumen mayor de muestra (AE6) (ver Apéndice 7, [77]), € porcentaje de
recuperacion fue del 136%, por estar yafueradel intervalo lineal (Tabla 50). El valor de
la pendiente de la adicion estandar sirve para garantizar que la muestra esta dentro del
intervalo lineal de Cromo establecido por € método.

Tabla 50. Pendientes y porcentajes de recuperacion para la muestra de HCI.

Adicién Estandar b+s, %Recuperacion

AE1l 185+5 93.9%
AE2 200+ 7 101.5%
AE3 216 + 3 109.6%
AE4 225+ 12 114.2%
AE5 193+ 4 98%
AE6 268 + 12 136%
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¢ Muestrasdeagua

Se analizaron tres muestras de agua y un patrén de referencia certificado.

Las adiciones estandar realizadas a dos volumenes de una muestra de agua de
grifo en condiciones de reduccion con HCl 5 10° M, dieron pendientes similares a las
curvas de calibrado de patrones: (165 + 7) y (206 + 4), con porcentajes de recuperacion
del 83.7 % y 104.6 % respectivamente, por 1o que d MOSA se puede aplicar con
garantia.

La aplicacion del método de Youden antes y después de tratamiento de
reduccion, dio ordenada en € origen significativa en ambos casos. (170 + 40) y (100 +
40). Estos valores habran de tenerse en cuenta para calcular la concentracion de cromo en
las muestras. Se observé que al aplicar € tratamiento de reduccion, € valor del Y ouden
disminuia, con lo que la sefid que resultaba de la medida directa, seria debidaa Cr(I11) y
a otras especies que desaparecian a aplicar € tratamiento de reduccion. En los casos en
gue se observe este efecto, solo se podra determinar € Cromo Total.

El estudio de una muestra de agua mineral no proporcioné ninguna sefial antes ni
después del tratamiento de reduccion, por lo que la muestra no contenia cromo. El
andlisis de esta muestra de agua mineral fortificada con 2.5 ig/l de Cr(lll) y 2.5 ig/l
Cr(VI), por € méodo quimioluminiscente propuesto y por € método de referencia de la
difenilcarbazida [89], dio resultados similares (Tabla 51). Ademas los porcentajes de
recuperacion del Cromo adicionado a la muestra, fueron entre el 83-92 % utilizando €l
método QL, lo que reflgaba la exactitud del método.

Tabla 51. Determinacién de Cromo en una muestra de agua mineral.

M étodo de Referencia M étodo CL
Concentraciones (ig/l) Concentraciones (ig/l)
Cr(lIl1) Cr Total Cr(VI) Cr(l11) Cr Total Cr(VI)
Muestra (1.5+0.4) (1.7+0.2) - (1.56%0.05) (1.83+0.09) -
Muestra
fortificada (3.2£0.3) (6.1+0.3) (2.9+0.3) (3.7£0.1) (5.97+£0.07) (2.3t0.2)

La vaidacién de la exactitud del método se completd a anaizar la muestra de
agua certificada (SRM © 1640), cuyo valor estimado fue (38.2 + 1) ig/l de Cromo (I11)
frente a valor certificado (38.6 £1.6) ig/l Cr(lll).
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Conclusiones

Se ha demostrado que para obtener resultados exactos en la especiacion de

Cromo, se han de tener en cuenta las siguientes consideraciones.

118

En la preparacion de los reactivos hay que utilizar reactivos de pureza elevada
(HCl(trace pure) / Na,CO4(p.a.)), para abtener blancos adecuados.

El Cr(lll) tiene un comportamiento diferente antes y después de tratamiento de
reduccion debido ala ausencia o presencia de HCI en la muestra respectivamente. Las
mezclas de Cr(l11) y Cr(V1) dieron sefides andliticas aditivas después del tratamiento.
Se puede utilizar la misma curva de calibrado para la determinacion de Cr(lll) y
Cr(VI) s se utilizaHCI en |os patrones.

La conversiéon de Cr(VI1) a Cr(I1l) es cuantitativa en las condiciones propuestas. A
partir del estudio de interferencias, se observo que e Co(ll) era un interferente fuerte
s no se controla @ pH y la concentracién de EDTA. Sin embargo, sus sefiales son
aditivas.

Para estudiar € efecto matriz, necesariamente se ha de utilizar € intervalo lined de
concentracion. En las muestras analizadas no se encontro efecto matriz. Se propone
utilizar el valor de la pendiente de MOSA para garantizar la ausencia de errores del
método dada su robustez. El tratamiento de reduccion utilizado para la determinacion
del Cr(VI), aumentaba la selectividad de la determinacion de Cr(I11). Para algunas
muestras reales d método solo puede ser utilizado para la determinacion de Cromo
Totd.

Siguiendo € protocolo establecido, la comparacion con e método de referenciay €
resultado del patron de referencia certificado SRM © 1640, indican que los resultados
obtenidos son exactos.
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2212. INFLUENCIA DE LOS PROTOCOLOS DE ACONDICIONAMIENTO
DE MUESTRAS DE AGUA EN LA DETECCION QUIMIOLUMINISCENTE DE
ELEMENTOSTRAZA.

La conservacion de las muestras es un problema andlitico interesante debido a
que la completa estabilidad de todos los constituyentes de la muestra es imposible de
alcanzar. Después de la recogida de la muestra, los procedimientos de conservacion
solamente retrasan los cambios quimicos y bioldgicos [89]. Los procesos de adsorcion en
la pared de los recipientes ocurren en muestras almacenadas sin acidificar y sin congelar.
Las muestras pueden almacenarse no acidificadas pero congeladas para conservar la
distribucion origina de las especies [90]. Independientemente de la temperatura de
amacenamiento, muchos autores recomiendan la acidificacion inmediatamente después
del muestreo s se quieren analizar iones metélicos.

El andlisi's inmediato para la determinacion de metales en muestras de agua es
siempre recomendable, 0 bien un tiempo de preservacién corto de la muestra filtrada a
baja temperatura (4°C). En estos casos, la medida se redliza sin ningin otro paso de
acondicionamiento. El andlisis de agua embotellada se realiza también sin necesidad de
ningin paso de acondicionamiento, sn embargo, € méodo mas comin de
acondicionamiento para la determinacion de metales en muestras de agua, es la adicion de
un &cido, como el HCI para corregir € pH hasta 23. Las muestras previamente filtradas
se dmacenan en frascos de pléstico a 4°C, € tiempo maximo recomendado es de 6 meses.

El procedimiento de conservacion a largo plazo utiliza la adicién de HNG;. Las
muestras se filtran, acidifican y guardan a 4°C. Las botellas de polietileno se introducen
en bolsas de pléstico aluminizado. El tiempo de almacengje puede durar incluso 23 afios.
Este es e protocolo de acondicionamiento que siguen los materiades de referencia
certificados.

La quimioluminiscencia proporciona sensibilidad y selectividad y acoplada a la
inyeccion en flujo (FI), rapidez y reproducibilidad en la inyeccion de la muestra y
mezclado de los reactivos, como se ha demostrado en e apartado anterior. Estos factores,
junto a bajo coste comparado con la técnicas de AAS e ICP, la smplicidad y la
posibilidad de redizar andlisis in situ, hace a la determinacion quimioluminiscente
combinada con la inyeccién en flujo, extremadamente atractiva para la determinacion de
elementos traza en muestra de agua medioambientales.

En la Tabla 52, se muestra una sdleccion de las determinaciones
quimioluminiscentes de iones metdicos en muestras de agua utilizando inyeccién en flujo
descritas en la bibliografia [91-108]. La reaccion més utilizada es la de oxidacion del
luminol con perdxido de hidrogeno en medio basico catalizada por iones metdlicos. Para
cuantificar Fe(l1), Fe(lll), Mn(l1) y Cu(ll), se requiere un paso de preconcentracion,
normalmente por cromatografia de intercambio iénico. Para complgar Mn(11) y Co(ll), se
han utilizado enmascarantes como EDTA, citrato sodico, 8quinolinol o écido fosfarico.
En funcibn de estas condiciones, los parametros analiticos de los diferentes
procedimientos se ven afectados.
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Tabla 52. Estudios de la determinacion quimioluminiscente en flujo de iones metalicos en
muestras de agua.

Ref.
(91]
(92]

(93]

[94]
[95]
[96]
[97]
(98]
[99]
[100]
[101]

[102]

[103]

[104]

(82]

[105]

[106]

(86]

[107]
(88]

[108]

120

lones
Mn(I1)

Fe(ll)

Co(ll)
cu(ll)
Fe(ll)
Fe(ll)

Fe(lll)
Cr(V1)
Co(ll)
Mn(I1)
Fe(ll)
Fe(lll)
Fe(ll)

Fe(ll)
Fe(ll)

Tota Fe

Co(ll)
Fe(ll)
Fe(lll)
cr(iny

Fe(l1)
Co(ll)
Co(Il)
Mn(l1)

cr(in)

Mn(I1)

Fe(ll)
Mn(11)

cr(in)

cu(ll)
cr(iny

cr(in)

Reaccion
luminol-H,0,
luminol-H,0,
luminol-H,0,

sulfoflavina-
H,0,
luminol-H,0,
luminol-hexa-
cianoferrato(I1)
Acidogélico-
H,0,
luminol-H,0,
luminol-O,.

luminol-0,.

Sulfoflavina-
H,0;

pirogalol-H,0,-

NaOH,

luminol - H,0,-
haluro

luminol -10,

luminol-H,0,

TCNQ-O,-OH-
EosinaY
luminol-IO4

luminol-H,0,

fenantrolina-
H,0;
luminol-H,0,

luminol-H,0,

Pre-
conc.
Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

No

No

No

No

No

No

No

No

No

Consideraciones del método

Muestraacidificada AcH-AcNH," pH=5.0.
Conc Mn: 0.05-0.5 ng/L

H3PO, en patrones/muestras pH=6.

Conc Fe: 10-70 ng/L.

Patrones 0.01mol/L HCI. Fase moévil &cido
oxdlico pH=4.2. Conc Co: 0.05-4 ng/L . Cu:
20-200 ng/L . Fe semicuantitativo.
Patrones 5307 mol/L HCI. Muestraacidif. a
pH=5.5. Conc Fe: 0.02-5.6 ng/L .
Muestraacidif. AcH-AcNH, apH=3.0.
Conc Fe(l11): 0.005-0.1 ng/L.

No acondicionamiento.

Conc Cr: 0.04-1 ng/L.

Muestras en ac férmico/formato amonico a
pH=3.6. Conc Co: 0.0006-1 ng/L .
Patronesen HCI 0.1mol/L.

Conc Mn: 0.002-110 ng/L.

Patronesen HCl apH=3.5.

Conc Fe: 0.001-1 ng/L.

Patronesy muestras 0.1mol/L HCI.

Conc Fe: 0.002-0.56 ng/L.

Patrones en HCI. Muestras en tampdn acetato
pH=4.4. Conc Fe: 0.05-11 ngy/L.

Patrones 0.01 mol/L en HCI purificado.
Conc Co: 5-850 ng/L. Fe: -

Con/sin EDTA. Conc Cr: 0.005-5.2 ng/L.
Fe: 0.6-56 ng/L. Co: 0.06-59 ny/L .

Muestras HPO,. Para deter Mn, 8-quinolinal,
y paradeterm Coy Mn adic citrato. Conc Co:
0.01-12 ng/L.. Mn: 0.02-9 ny/L.

Patronesy muestras 104 M EDTA y 340 M
H3PO,. Disol. H,0, 10°M en EDTA.

Conc Cr: 0.01-6 ng/L.

No acid. Andlisisinmediato. Disol. DDAB
vesicular. Conc Mn: 4 —4000 nu/L.

No acidif. o-fenantrolin activador determ. Fe.
TEA agente compl jante determ. Mn. Conc.
Fe: 0.003-0.1 ng/L. Mn: 0.005-0.1 ny/L.
H3PO, en patrones/muestras pH=3.7. EDTA
10*M, portador carbonato 0.1 M y bromuro
0.3 M pH=10.8. Conc Cr: 0.5-500 ng/L.
Patrones en HCI a pH=3. Muestras a pH=2.
Conc Cu: 0.006-0.45 ng/L.

EDTA 10 M en patrones/muestras.

Conc Cr: 5.2-5200 ng/L

Portador EDTA - CO3 pH 10.8. Muestras en
condic &cidas. Conc Cr: 0.5-50 ng/L.

Muestra de
agua
Marina

Marina
Oceanica
Residual

Marina de
referencia
Marinade
referencia
suelo, rio,
lluvia, lago
Oceanicay
marina
Lluvia, rio
grifo, costa
estuario

frescay
contaminada

mineral,

potable,
contaminada

potable

Suelo,
potable

grifo

marina
natural

rio, grifoy
potable
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En la bibliografia no existen referencias que estudien la influencia de las
condiciones de acondicionamiento de las muestras en la sefial quimioluminiscente. En
este apartado, se estudiala sefia quimioluminiscente directa producida por la reaccion del
luminol-peroxido de hidrégeno catalizada por iones metdicos como Cr(ll1), Co(ll),
Fe(Il), Fe(lll), Ni(l) y Mn(I1) en funcién del protocolo de acondicionamiento de la
muestra. Se han evaluado muestras sin acidificar o acidificadas con HCI o HNO;, tanto en

estatico como en flujo, y en presencia o ausencia de EDTA. No se ha utilizado ningun
procedimiento de preconcentracion.

El montaje de inyeccion en flujo utilizado es € que se muestra en la Figura 17
Pag. 40 del Capitulo 1-Introduccion. Mas informacion acerca de las condiciones
experimentales sereflgaen e Apéndice 8 [78].

Seflal QL de muestras no acidificadas (sin acondicionar)

Se estudio inicialmente la sefial quimioluminiscente de patrones preparados en
agua ultrapura. La legidacion especifica los niveles de concentracion maximos
permitidos para los metales en estudio en: 200 ny/L para Fe, 20 ng/L para Ni, 2 mg/L
para Cuy 50 ng/L para Cr [40]. La composicion de un agua natural en componentes traza
puede ser descrita por el material de referencia certificado SRM O 1640 (Tabla 53).

Tabla 53. Composicion del material de referencia certificado SRM © 1640: agua dulce.

Fracciones de masa certificadas FTEEEENEEeE MEE 8

referencia
El
Ele
em my/ g/
ent Kg n:gn Kg Elemento myKg
o}

Aluminio 520+ 1.5 Cobalto 20.28 £0.31 Cobre 343+1.6
Antimonio  13.79 + 0.42 Hierro 343+1.6 Litio 27.89 £ 0.14
Arsénico  26.67 + 0.41 Plomo 27.89 £0.14 Niquel 274 +0.8

Bario 148.0+2.2 Manganeso 1215+1.1 Potasio 994 + 27
Beilio 3494 +041 Molibdeno 46.75+0.26 Rubidio 2.00 £ 0.02
Boro 301.1+6.1 Selenio 21.96 + 0.51 Zinc 53.2+1.1

Cadmio 22.79 £ 0.96 Plata 7.62 £0.25 Cdcio 7.045 + 0.089

Cromo 38.6+1.6 Estroncio  124.2+0.7 Magneso 5.819 + 0.056
Vanadio 12.99+ 0.37 Silicio 473 +£0.12

Sodio 29.35+0.31

Talio* <0.1
* Vdor de Fraccién de masa informativo.
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Se midié inicialmente la quimioluminiscencia utilizando el sistema de inyeccién
en flujo. Ni(Il) y Mn(l1) dieron sefides QL similares a las del blanco. Fe(ll) y Fe(ll1)
solo dieron sefidles significativas a niveles superiores a los limites legislados (0.2 mg/l),
por |o que seria necesario utilizar un paso de preconcentracion para aplicar € método ala
determinacion de estos metales. Cr(l11), Co(Il) y Cu(ll) dieron sefiales significativas para
su cuantificacion.

Las curvas de cdibrado doble-logaritmicas y en los intervalos lineales de
concentracion, en las diferentes condiciones experimental es ensayadas, se muestran en la
Tabla 54. Se utiliz6 la altura de pico como sefid anditica. El intervalo linea de
concentraciones fue: para Cr(I11) 3-15 ng/L, para Co 2-8 ng/L, y para Cu, hasta 20 ng/L.
En ausencia de EDTA, los limites de deteccion calculados para una relacion sefia/ruido
de 3, estuvieron entre 0.5-2 ngy/L. Estos valores son similares a los que se obtienen
utilizando absorcion atémica el ectrotérmica para € ementos traza [109].

También se estudio e uso de EDTA como agente compleante de interferentes,
afadiéndolo alamuestra o a portador (tampdn o KOH), de forma que € complgjo metal-
EDTA se formaba antes o durarte € sistema de flujo respectivamente. En presencia de
EDTA, se obtiene que la sensibilidad del Co(ll) disminuye drasticamente. Parael Cu(ll),
la sefid desaparecié completamente.

La sensibilidad del Cr(l11) disminuy6 a adicionar EDTA 0.01 M a portador,
como puede verse en la Tabla 54. Al utilizar EDTA 5 10° M en  portador (tamp6n), se
observo que lasensibilidad para el Cr(l11) erasimilar ala obtenida en ausenciade EDTA,
por |0 que en estas condiciones, la sensibilidad se mantenia, y la reaccién era ademas
selectiva para Cr(I11).

Parael procedimiento en estético, las curvas de calibrado para Cromo y Cobalto
en presencia de EDTA 3 10° M, se muestran en la Tabla 55. Como puede verse, la
sensibilidad del Cr resultdé 3 veces superior a la del Co. Al adaptar € montgje FIA a
fluorimetro utilizado para las medidas en estético, la curva de calibrado que se obtuvo
para Cr fue: y = (0.07 + 0.05) + (0.30 + 0.02)- C (r* = 0.997, S = 0.07), por lo que la
pérdida de sensibilidad del procedimiento en flujo respecto a procedimiento en estatico,
fue del orden del 60%.
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Tabla 54. Parametros analiticos para la determinacién de Cr(111), Co(l1) y Cu(ll) en
muestras no acidificadas. Procedimiento en flujo.

Sn - EDTA@rla CAN KO portador e
EDTA muestra (@) tampon®
Conc EDTA (M) - 1402 5%0° 140 540° 102 540°
Doblelogaritmica
Cr(I1n) loga 1.82+0.06 2.4+1.7 15:0.6 22+15 184+0.03 1.9+0.7 2.32+0.03
a 669 24754 3244 163+34 695 9946 211+16
b  132+0.06 0.4#0.1 1.14+0.06 0.65+0.09 1.16+0.03 0.95+0.03 0.92+0.04
re 0.977 0.7086 0.9846  0.8284  0.9907  0.9926 0.985
n,Syx 4,00135 3,0208 3,0.1090 4,0.202 4,00763 3,0.0625 4,0.1466
Co(ll) loga 3.0+0.1 -06t1.2 -0.7t17 0.44+0.16 0.8+0.4 1.5+0.7 1.0+0.3
a  1009+121 0.27+0.06 0.21+0.02 2.7+1.0 6.8+2.6 3245 1042
b  0.70£0.08 1.53+0.05 1.51+0.02 1.08+0.08 0.82+0.08 0.62+0.03 0.86+0.04
r? 0.8941  0.9919 0.9442 0.9502 09112 09821  0.9825
n,Syx 4,0.1373 3,0.0887 3,0.162 4,0.1406 4,0.1466 3,0.053 4, 0.065
Cu(ll) loga 2.45:0.04 - - - - - -
a 265+34 - - - - - -
b  069:0.04 - - - - - -
r? 0.9809 - - - - - -
N, Sy 4,0.0682 - - - - - -
Intervalo Lineal
Cr(lll) by 108+77  115+50 -9+17 45+49 -17+32 3019 6144
b, 155+8 5146 47+2 6945 105+3 85+2 17624
r? 0.9647  0.8943 0.9816  0.9327 0.9868 09937  0.9913
N, Sy 51723 4,1116 4,3854 511062 5,7247 4,42.62 5,97.98
Co(ll) by 251+190  2.4+23 22+13 -19+33 19+18 87+31 37+17
b 553+39  3.1+0.3  1.80.2  4.2#0.3 2.71+015 4.13+0.3 4.64+0.12
re 0.9396  0.9166 0.9606 0.949 0.9604 09648  0.9899
N, Syx 542576 3,4323 3,103.35 5,7424 54179 4,66.78 5 3556
Cu(ll) by 98+38 - - - - - -
b 11143 - - - - - -
re 0.9972 - - - - - -
N, Syx 5, 58.61 - - - - i .

(a) 0.02 mol/L KOH

(b) 0.3 mol/L COs*/HCO5™ (pH=10.8)
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Tabla 55. Parametros analiticos de las curvas de calibrado de patrones no acidificados
utilizando el procedimiento en estatico.

Metal Metal adicionado b, + sy bitsy, Sx R° n
Cr - 03+0.6 075005 12 097 8
Co - 02+0.7 024+001 09 099 5
Co - 02+1 0274001 3 099 8
Co - 02+ 06 026+001 0.8 0996 4
Cr 80 ny/L Co 19+3 085+011 3 098 3
Cr 100nglL Co  305+0.3 077+002 0.3 0999 3
Cr 200nmg/L Co  531+0.8 068+016 3 095 3
Co 20 nglL Cr 16+2 026+002 3 098 5
Co 20 nglL Cr 1542 024+004 2 097 3
Co 40 nylL Cr 3943 023+004 3 094 4

Sefial QL de muestras acondicionadas con HCI 5 10°M

Parael procedimiento en flujo, se evalud la etapa de calibracion en condiciones
&cidas con laadicion de HCI 5- 10°M. Se estudié el efecto de la presenciade EDTA en el
portador o en la muestra obteniéndose un comportamiento similar al obtenido en muestras
no acidificadas. En la Tabla 56 se muestran los pardmetros de calibracion para los
diferentes model os de calibracion obtenidos en |as diferentes condiciones experimentales.

Las sensibilidades alcanzadas fueron similares a las obtenidas en |as condiciones
de no acidificacion, obteniéndose limites de deteccion sin EDTA similares a los del
apartado anterior. En presencia de EDTA, la sensibilidad del Cr(I11) se mantiene igua
gue sin acondicionar; para e Cu(ll) la sefia quimioluminiscente desaparece; y para €
Co(Il) lasensibilidad aumenta ligeramente respecto a los valores sin acondicionamiento
de HCI, alcanzandose limites de deteccion del orden de 50 ny/l.

Para el procedimiento en estatico, las sensibilidades obtenidas para Cr y Co en
presencia de EDTA fueron 0.898 y 0.35 respectivamente. Estos valores fueron similares a
los establecidos en la Tabla 55, para muestras no acondicionadas.
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Tabla 56. Parametros analiticos para la determinacién de Cr(111), Co(l1) y Cu(ll) en

muestras acidificadas con HCl 5- 10° M. Procedimiento en flujo.

Conc EDTA (M)

Cr(l11) log a

Co(ll)

cu(ln

crin) bo

Co(ll) bo

cu(ll) bo
by

r2

N, Sy

(a) 0.02 mol/L KOH

Sn
EDTA

2.31+0.02
203+8
0.88+0.02
0.9958
4, 0.0383
2.99+0.03
97678
0.81+0.05
0.9621
4, 0.0916
3.06+0.04
1276+146
0.30£0.03
0.8783
4,0.0744

71+£30
144+3
0.9938
5, 68.16
374+184
613+37
0.85354
5,411.12
483+389
131+27
0.8185
3, 606.64

EDTA en la muestra

1402 5403
Doble L ogaritmica
1.2+0.3 1.3+0.5
18+2 22+3
1.43+0.05 1.50+0.06
0.9913 0.9870
3,0.217 3,0.1312
1.0£0.7  -(0.8+1.4)
1145 0.17+0.04
1.04+0.09 1.63+0.06
0.9442 0.9914
3,0.162  3,0.0972
Intervalo Lineal
-15+22 -80+56
54+3 90+6
0.9773 0.9528
4,49.72  4,126.41
79455 -10+26
11.1+0.8  3.4+0.4
0.9606 0.9095
3,103.35  3,4957

(b) 0.3 mol/L CO;*/HCO5 (pH=10.8)

EDTA en

portador -
KOH®

5403

2.1+1.1
129413
0.89+0.04
0.9747
4, 0.0979
0.7+0.6
614
1.14+0.15
0.8595
4, 0.263

69+48
9345
0.9629
5, 108.95
83+41
9.6+0.6
0.9701
3, 77.97

Sefial QL de muestras acondicionadas con HNO3; 0.5 M

EDTA en portador -

Tampén®
12402 5407
2.1+0.9 2.5+1.6
144+9 334+39
0.89+0.03  0.78+0.05
0.9914 0.9574
4,0.0628 4,0.1122
0.9+0.2 1.4+0.3
9+1 25+2
0.88+0.02 0.718+0.017
0.9948 0.9939
4,0.041  4,0.0319
39+19 153+137
106+2 184+14
0.9963 0.9368
4,4282  5,27559
31+9 66+12
5.33+0.13 6.55+0.18
0.9955 0.9953
3,16.56 3,20.27

Se estudiod la emisiéon quimioluminiscente en condiciones drasticas (HNO; 0.5M).
En estas condiciones y utilizando e procedimiento en flujo, las curvas de calibrado
obtenidas sin EDTA para Cr (111), Co(Il) y Cu(ll), dieron sensibilidades bastante peores
gue en las anteriores condiciones de acondicionamiento (ver Tabla 57). Sin embargo, la
pendiente para e Cr(lll), fue smilar a la obtenida en patrones no acidificados o
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acidificados con HCI, en presenciade EDTA 0.01M. Los limites de deteccion en ausencia
de EDTA caculados para una relacion sefid/ruido de 3, fueron: 3, 3.5y 10 ng/L para
Cr(111), Co(I1) y Cu(ll) respectivamente.

Tabla 57. Parametros analiticos para la determinacion de Cr(l11), Co(ll) y Cu(ll) en
muestras acidificadas con HNO; 0.5 M. Procedimiento en flujo.

Doble L ogaritmico Intervalo Lineal
Cr(iin Co(ll) cu(ll) Cr(iin Co(ll) cu(ll)
loga 26+1.6 28+1.6 26+16 by 513+29 484+48 579+ 15
a 455 + 44 678 + 43 36738 by 60+ 3 130+£10 9.1+05
b 0.39+0.05 035+0.04 0.26+0.03 r? 0.9619 0.9296 0.9717
r? 0.8799 0.8816 09143 n,syx 56633 5 10863 4, 3180

n,Syx 4, 0.0932 4, 0.0733 3, 0.040

Parael procedimiento en estatico, se requirio la neutralizacion de la muestra. Los
mejores resultados se obtuvieron neutralizando con Na,CO; 0.2272M para una dilucién
7/10 de las muestras. Las sefides QL para Cr y Co en estas condiciones, se muestran en
la Figura 46. Las curvas de caibrado para Cr y Co fueron diferentes a las obtenidas en
las condiciones anteriores:

Cr (I): y = (-0.4 £ 0.2) + (0.38 £ 0.01) X, (r°=0.99, 5,,=1.5)
Co (I1): y=(-0.2+0.2) + (0.54 + 0.01)XCc, (r°=0.99, 5,,=0.1)

Co(ll) (ng/ml)

80

40 — cr (1) (ng/ml)

Sefial Quimioluminiscente

10 —

(o]

Figura 46. Sefiales quimioluminiscentes para Cr, Co y Material Estandar de Referencia
(SRM O 1640). Procedimiento en estético.
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Aplicabilidad

La sefid quimioluminiscente variaba en funcion del protocolo de
acondicionamiento de la muestra 'y de la presencia de agente enmascarante, aungque esta
influencia era minima para @ Cr(l11). Afiadiendo EDTA se obtuvo especificidad para la
determinacién de Cromo, sin que se requiriera neutralizacion a utilizar € procedimiento
en flujo. Segin las condiciones experimentales seleccionadas, la reaccion resultd
selectiva para la determinacion de Cr(I11), o bien se puede evaluar la contribucion total de
Cr, Coy Cu. EnlaFigura 47, se muestran las pendientes obtenidas para cada uno de los
metales estudiados en las diferentes condiciones ensayadas utilizando e procedimiento en
flujo. El método en estatico requiri6 la adicion de Na,CO; a acondicionar las muestras en
condiciones &cidas drasticas (HNO; 0.5M).

800 1 —+—Cr
—— Co
—&—Cu

700

600 A

500 ~

400 A

b (L/mg)

300 A

200 A

100 A

O_
— N ™ < [Te] © N~ [ee) ()] o — N [32] <
- - — i -

Acondicionamiento de la muestra

Figura 47. Pendiente de la curva de calibrado en € intervalo lineal en las diferentes
condiciones experimentales. 1: Sin acondicionar; 2: HCl 5- 10%; 3: HNO; 0.5; 4: EDTA 10°%; 5:
EDTA1- 10%, HCl 5- 10%; 6: EDTAS5. 103, 7: EDTA5- 10° HCI 5- 10°; 8: EDTA 107 (portador
KOH); 9: EDTA 107 (portador tampén); 10: EDTA5. 10 (portador KOH); 11: EDTA5- 10°®
(portador tampén); 12: EDTA 107 (portador tampén), HCI 5- 10°; 13: EDTAS5: 107 (portador
KOH), HCl 5- 10%; 14: EDTA5- 10° (portador tampén), HCI 5- 10°. Concentracién: mol/L.

Para estudiar la sefid quimioluminiscente total, se llevaron a cabo varias
experiencias, con la intencion de evaluar la aditividad de las sefiales en las diferentes
condiciones estudiadas. Se estudiaron mezclas binarias y terciarias de los tres metales
amacenados en condiciones &cidas y no &cidas (ver parte experimental en el Apéndice 8,
[78]). Las mezclas dieron porcentgjes de recuperacion de sefial proximos a 100%
(Figura 48), demostrandose asi la aditividad entre |as sefiales de los tres metales tanto en
estético (mezclas sl, s2, s3, s4) como en flujo (mezclas s5, s6, s7, S8, <9, s10, s11, s12,
s13, s14, s15, s16).
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Figura 48. Porcentajes de recuperacion de sefial para diferentes mezclas de metales.
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Ademés, para e procedimiento en estético, se realizé un disefio experimental 5
de mezclas de patrones. El test t demostré que las pendientes de las curvas de calibrado
de Cr(I11) obtenidas en presencia de diferentes concentraciones de Co(ll) eran similares
con un nivel de confianza del 95%. L.os mismos resultados se obtuvieron a aplicar e test
t para la comparacién de curvas de caibrado de Co(ll) en presencia de Cr(l11). Algunas
de estas ecuaciones de calibracion se muestran en la Tabla 55. Los valores de pendiente
paralas mezclas son similares alos del e emento traza solo. Por tanto, la sefid total puede
considerarse como la suma de las sefiales individuales de Cr y Co.

Para las mezclas de calibracion utilizando € procedimiento en flujo, se hizo un
estudio similar, y en todos los casos, € test t demostrd que no habia diferencias
significativas entre las pendientes de calibracion aun nivel de confianza del 95%.

Se estudio & material de referencia certificado (SRM O 1640) de agua dulce
conservado en condiciones de HNO; 0.5M. Los contenidos en metales se han dado
previamente en la Tabla 53. En la Figura 46, aparece la sefial analitica obtenida para el
material de referencia certificado utilizando € procedimiento en estético. Al igua que en
los patrones, se le afadio Na,COs. El porcentagje de recuperacion respecto a una mezcla
de Cr y Co preparada en las mismas condiciones que el material de referencia certificado
fue cercano a 100% (Figura 49), por lo que Unicamente estos dos elementos contribuian
a la sefia anditica total. Principamente, la sefial se debia a Cromo, porque la
concentracion del Co considerando una dilucion 7/10 era cercana @ limite de deteccion.

Utilizando & procedimiento en flujo, se podia cuantificar Cr afladiendo EDTA
0.01 M, o bien la contribucion total de Cr, Coy Co en ausencia del complgante. Para
determinar Cr, se podia utilizar patrones en condiciones &cidas o no &cidas para procesar
muestras acondicionadas en diferentes condiciones. Esto puede observarse a partir de los
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valores de sensibilidad y de los resultados obtenidos parael SRM O 1640 mostrados en la
Figura 49. Sin EDTA, los patrones y muestras han de estar en las mismas condiciones
para obtener resultados exactos. En la Figura 49 se demuestra que se obtuvieron los

mismos resultados parael SRM O 1640 y para unamezcla de Cr, Co y Cu preparada en
HNO:.

estético Fl FI FI FI
140 J adic.-HNOz no acidif.  adic.-HCl adic.-HNO; adic.-HNO;
120 T '|'
100 - i L | l
80
60 -
40
20 A

——

Porcentaje de recuperacion (%)

Sin EDTA
EDTA
EDTA
EDTA

Sin EDTA

Figura 49. Porcentajes de recuperacion del SRM O 1640 respecto a mezcla de patrones en
diferentes condiciones experimentales.

Conclusiones

Se estudié la sefid quimioluminiscente para diferentes protocolos de
acondicionamiento de muestras. Ademés se hizo un estudio paralelo de la selectividad. Se
cacularon los modelos de caibracion para cada uno de los protocolos de
acondicionamiento. Los estudios de recuperacion mostraron la aditividad de las sefiales
para diferentes condiciones. La selectividad, exactitud y precision se evaluaron utilizando
un material de referencia certificado.

Se propuso una guia para la determinacion de metales basada en la sefial
quimioluminiscente. El procedimiento de acondicionamiento de muestras y patrones se
elegiria de acuerdo con la edtrategia de muestreo, los objetivos de andisis (uni- 0
multicdlemental) y las necesidades de acondicionamiento. Por tanto, los métodos
guimioluminiscente en estético o en flujo, pudieron aplicarse satisfactoriamente al
andlisis de aguas natural es acondicionadas en diferentes condiciones.

En presenciade EDTA, fue posible la determinacion selectiva de Cr(l11) en aguas
naturales. La determinacion de Cr(111) no dependi6 del protocolo de acondicionamiento
cuando se trabgj6 en flujo. Por tanto, se pueden utilizar patrones preparados en agua para
procesar muestras preparadas en diferentes condiciones s se utiliza como portador EDTA
0.01 M. Al utilizar e méodo en estético, € pH de la muestra debe controlarse afiadiendo
Na,COs.
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2.2.1.3. CALIBRACION M ULTIVARIADA APLICADA A LA DETERMI NACION
QUIMIOLUMINISCENTE SIMULTANEA DE COBALTOY CROMO.

En la bibliografia se encuentran numerosos métodos anal iticos propuestos para la
determinacion de cromo y/o cobalto, como la electroforesis capilar [110], NAA [111],
XRF[112-113], AAS[114-115], ICP-AES [116], 0 ICP-MS[112,117].

Se han propuesto diferentes estrategias para la determinacion selectiva o
simultédnea de iones metdlicos utilizando la reaccion quimioluminiscente del luminol. En
los sistemas de inyeccion en flujo, se han utilizado pre-tratamientos o procedimientos de
separacion. Se ha publicado € uso de agentes enmascarantes [104], separadores de
membrana [118] o resinas de intercambio ionico [119]. Para la determinacion smultanea
de varios metdes se ha propuesto la cromatografia ionica con deteccion
guimioluminiscente [120,81]. Sin embargo, en este caso, la limitacion es la
incompatibilidad de la fase moévil con las condiciones de reaccién requeridas para la
reaccion postcolumna[93].

Se han resuelto mezclas de compuestos organicos [121-122] y de iones metdlicos
[123-124] por calibracion multivariada y/o la técnica de eliminacién de interferentes. El
método de minimos cuadrados parcides (PLS) se ha aplicado a la determinacion
simultanea de mezclas de compuestos en muestras de agua.

En este gpartado, se estudia un modelo de minimos cuadrados parciaes (PLS)
parala determinacion ssimultéanea de Cr(l11) y Co(Il) en muestras de agua, registrando en
estético la curva cinética, y construyendo diferentes modelos a partir del conjunto de
medidas sefial-tiempo. La capacidad de prediccion se ha evaluado utilizando disoluciones
patrén, y € modelo ha sido validado en la determinacidn de concentraciones de Cr(l11) y
Co(Il) en un materia de referencia certificado de agua natural.

Mas informacion acerca de las condiciones experimentales, se reflgja en €
Apéndice 9 [125].

Estudio de la sefial quimioluminiscente

Cuando se trabga en estético, la emision quimioluminiscente del sistema
luminol/H,O, describe una curva de respuesta Intensidad frente a Tiempo de primer
orden [126]: formacion y destruccion del emisor de luz (3-aminoftalato en este caso). La
velocidad de reaccion aumenta con la concentracion de diferentes iones metélicos.

La curva de respuesta depende de factores experimentales como e pH o la
velocidad de mezclado [127], pero su influencia se evitd manteniéndolos constantes.
También depende del metal presente en la disolucion, siendo Cr y Co los metales que
contribuyen principamente a la sefia quimioluminiscente en las condiciones estudiadas,
tal como se demuestra en el capitulo anterior. La contribucion de otras especies se
considero despreciable.
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En laFigura 50, se muestran los perfiles Intensidad-Tiempo para patrones de 20,
40, 60 y 80 ig/l de Cromo y las mismas concentraciones de Cobalto. Son perfiles
normalizados, en los que se da el valor de 1 al maximo de emision. Se observo que para
ambos metaes e perfil de formacion del emisor quimioluminiscente (aumento de la sefia
QL) fue similar, por lo que en los modelos descritos posteriormente, se estudio la
posibilidad de eiminar del conjunto de calibracién las 15 primeras variables,
correspondientes a esta region de formacion del emisor quimioluminiscente. Por otra
parte, € perfil de destruccién del emisor (disminucion de la sefid QL) fue diferente en
funcién del metal estudiado: para el Cr la destruccién era més répida que parae Co. Los
perfiles obtenidos fueron robustos, siendo € comportamiento descrito independiente de la
concentracion del metal en la disolucion.

Regién de Regién de
formacion destruccion
15 variables 46 variables
1 4« p. <
s 0.8 1
°
It
N
£ 06
S
c
o 0.4 1
©
pl
7}
0 0.2 A
0
0

Tiempo (s)

Figura 50. Perfiles normalizados Intensidad-Tiempo para Cr y Co.

Evaluacién de los modelos de calibracion

Se estudiaron 2 opciones como variables predictoras. € registro completo (62
variables) o la region de destruccion (46 variables). Se ensayaron los modelos PLS-1y
PLS-2.

Ademés, los modelos se obtuvieron trabajando en dos condiciones de calibracion
diferentes: utilizando € intervalo lineal de concentraciones (0-20 ig/l Cr, 080 ig/l Co)
para € cua se evalud la aditividad de las sefiales producidas por ambos metales;, o
utilizando interval os de concentraciones en que la respuesta no eralinea (0-80 ig/l Cr, O-
80 ig/l Co).
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¢ Respuesta lineal
Se utilizaron dos aproximaciones para evaluar la aditividad de la sefid:

Aproximacion empirica-tedrica:

El conjunto de calibracién se compone de registros bicomponentes tedricos, que
se obtuvieron a partir de los registros unicomponentes experimentales. Se represent6 la
sefid frente a la concentracion del metal para cada tiempo, deduciéndose valores de
pendientes en funcién del tiempo para los dos metales estudiados. Los registros
bicomponentes teoricos (pendiente de la mezcla-tiempo), se dedujeron de la suma de las
pendientes de los dos metales en cada tiempo. A la suma de las pendientes se afiadio un
error heterocedéstico aeatorio simulado, de la misma magnitud que la reproducibilidad
delasefid. EnlaFigura 51, se muestran los perfiles descritos.

1.0 T 10

0.9 - Mezcla + Ruido 19

0.8 4 + 8

0.7 A + 7
w m
£ 067 16 %
% Ly Pendiente Cr e g
o 0.4+ T4 N

0.3 +3 ®

0.2 S -+ 2

0.1 5 . T 1

Pendiente Co =
0.0 ~ 7 et 0
0 2 4 6

Tiempo (s)

Figura 51. Perfiles experimental es Pendiente-Tiempo para Cr y Co, y perfil tedrico de la
mezcla incluyendo €l error heterocedastico.

Aproximacion empirica:

El conjunto de cdibracion se compone de registros unicomponentes
experimentales.

En ambas aproximaciones, se obtuvieron modelosde PLS-1y PLS-2 con 61y 46
variables, obteniéndose porcentajes de varianza explicada cercanos a 99% en la mayoria
de los casos, utilizando modelos de 2 componentes principaes, y con errores de
prediccidn bgjos. Los datos obtenidos en cada caso se muestran en la Tabla 58.
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Tabla 58. Modelos PLS en €l intervalo lineal.

% Varianza Explicada R.M SEP RM SEP
. calibracion validacion
Variables VL* Bl v Bl v
Bloque X oque oque Cr Co Cr Co
Cr Co
1-61 2 98.70 99.88 99.90 0.8 2.7 1.7 4.9
Aprox, PLS4
L 16-61 2 99.92 94.22 99.71 59 7.6 6.4 114
Empirica
Tedrica PLS2 1-61 2 98.70 99.89 0.8 2.7 17 49
16-61 2 99.92 99.36 6.0 75 6.7 11.2
PLS1 1-61 2 99.98 99.98 99.99 15 4.3 2.7 7.7
Aprox. 16-61 2 99.99 95.65 99.58 6.2 9.3 7.7 125
Empirica gy L6l 2 99.98 99.99 15 43 27 17
16-61 2 99.99 99.35 6.2 9.3 7.7 124

*VL: Variables latentes.

En ambas aproximaciones, se confirm6 la aditividad de las sefiales
quimioluminiscentes de Cr y Co, libre de efectos sinérgicos. La robustez de los modelos
obtenidos se demostré por la similitud entre los errores de prediccion utilizando €
conjunto de calibracion o el de validacion. Los errores de prediccion fueron menores al
utilizar las 61 variables.

Con egtos resultados, se concluy6 que la prediccion de mezclas de Cr y Co es
posible cuando se trabgja en € intervalo linea de concentraciones, utilizando como
conjunto de calibracién los registros de disoluciones unicomponentes o los registros
bicomponentes simulados.

¢ Respuesta no lineal

Se partio de registros unicomponentes y bicomponentes de Cr y Co en €
intervalo de concentraciones de 0-80 ig/l. Se aplicd PLS-1y PLS-2 a este conjunto de
calibracion, tomando como Bloque X la sefidl QL a cada tiempo (61 o 46 variables), y
como Bloque Y las concentraciones de Cr y Co.

El gréfico de las puntuaciones para las dos primeras componentes principales del
modelo (Figura 52 B), presenta una distribucién similar a disefio experimental (Figura
52 A), pero la forma cuadrada se pierde un poco debido a que d primer factor también
describe la contribucion no linea. Como puede observarse, € primer factor esta
relacionado con la concentracion de Cromo, y € segundo factor esta relacionado con la
concentracion de Cobdto.
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A
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Figura 52. A) Disefio experimental 5°. B) Grafico de puntuaciones con las dos primeras
CPs.

El hecho de tener una relacion sefial-concentracion no lineal, llevo a la obtencion
de modelos de 4 componentes principales cuando se trabajé con las 61 variables, y
modelos de 3 componentes principales cuando se trabajo con 46 variables, tal como

puede observarse en la Tabla 59.

Tabla 59. Modelos de PLS en el intervalo no lineal.

Variables
Variables latentes (VL)
BI X
% Varianza Bl oqu; C
Explicada oque f
Bloque Y Co
RMSEP Cr
Calibracién Co
RMSEP Cr
Validacion Co

1-61
4
99.93
92.81
78.62
7.6
13.1
10.6
18.0

PLS-1

16-61
3
99.94
95.97
96.24
5.7
5.5
7.4
7.5

1-61

4

99.93
85.14

7.5
13.5
10.5
17.8

PLS-2
16-61
3
99.92

95.46

6.5
5.5
7.4
8.4

Los porcentajes de varianza explicada fueron mejores al utilizar el modelo de 46
variables, proporcionando asimismo menores errores de prediccion. La seleccion previa
de variables con informacion selectiva proporciona modelos de PLS con menor niimero
de factores y una capacidad de prediccion similar.

Los errores de prediccion para los conjuntos de calibracion y validacion fueron
similares, remarcando la robustez del modelo. Con esto, se concluy6 que la determinacion
simultanea de Cromo y Cobalto era posible en el intervalo de concentraciones estudiado.
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Validacion

Para validar € modelo, se utilizd6 un materia de referencia certificado de agua
dulce SRM © 1640, que contenia ademés de Cromo y Cobalto, otras especies que se
encuentran habitualmente en muestras de agua (ver Tabla 53, Pag. 121).

El moddo de cdibracion se construyé a partir de los registros
quimioluminiscentes de disoluciones unicomponentes, preparadas en las mismas
condiciones que €l materia de referencia certificado (en &cido nitrico). Las caracteristicas
para |os diferentes model os obtenidos, se muestran en la Tabla 60.

Tabla 60. Modelos de PLS en condiciones acidas.

RM SEP RMSEP
Calibracién Validacion

Cr Co Cr Co

% Varianza Explicada

Modelo Variables VL
Blogue Bloque Bloque

X Y-Cr Y-Co

PLS1 1-61 4 9994 99.94 99.80 0.7 12 2.6 4.6
16-61 3 9993 9994 96.63 0.7 5.1 41 103
PLS-2 1-61 4 9994 99.47 1.7 2.3 3.4 5.6
16-61 3 9994 99.47 0.9 5.6 44 101

Los porcentgjes de varianza explicada fueron cercanos al 100%, tanto utilizando
modelos de PLS-1 como ce PLS-2, y para los modelos con 46 variables, e nimero de
variables latentes del modelo fue menor que utilizando las 61 variables, pero los errores
de prediccion tanto de calibracion como de vaidacion fueron mayores. Para € Co, es
preferible utilizar el modelo de 61 variables.

El estudio de mezclas de Cr/Co en estas condiciones, dio las rectas de valor
predicho frente a valor rea que se muestran en la Tabla 61. En cualquier caso, la
pendiente resultod estadisticamente igual a 1 y la ordenada estadisticamente igua a 0, lo
gue indicaba que los modelos propuestos eran buenos para la determinacion simultanea
de Cr y Co en condiciones &cidas.

Tabla 61. Rectas deregresion lineal Valor Predicho frente a Valor Real.

Predicho frente a medido
b R2 Syix
PLS-1 Cr 02 098+0.07 10 33
Co -2+6 09+02 09 838
PLS-2 Cr 02 098+0.07 10 34
Co 04 094+015 09 6.5

Modelo Analito

La concentracion predicha para Cr y Co en e material de referencia certificado
utilizando los model os propuestos (T abla 62), fue comparada con los valores certificados
mediante un test t con un nivel de probabilidad del 95%, obteniéndose resultados
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similares a utilizar € registro completo (61 variables), quedando la exactitud del método
validada.

Tabla 62. Prediccion para € material de referencia certificado (ng/L, n=5).

. Concentracion (mg/L) t calculado*
R Cr Co Cr Co
Referencia - - 386+16 20.28+0.31 - -
PLS-1 1-61 4 32+7 21+ 7 -2.4 0.3
16-61 4 (352 (11 % 6) (5.7  (-32)
PLS-2 1-61 3 31£7 25+9 -2.1 1.0
16-61 3 (362 (12 £ 5) 2.5 (-3.8)

*t tabulado (95%, 4) = 2.776.

Este materia de referencia certificado sirvié ademés para demostrar que la
contribucion a la sefid QL viene dada principalmente por los dos metales estudiados,
sendo despreciable la interferencia de los demés metales presentes, como ha sido
demostrado en € capitulo anterior.

Con este estudio, se demostro la robustez de las sefia es quimioluminiscentesy se
propuso y validé un método capaz ke predecir concentraciones de Cromo y Cobalto en
muestras de agua evitando la interferencia de otros elementos.

Conclusiones

En este capitulo, se utilizo € PLS para modelizar la respuesta quimioluminiscente
en funcion ddl tiempo. Con €llo, se hizo posible la determinacién smultanea y selectiva
de dos metales (cromo y cobalto) en muestras de agua.

Se ensayaron diferentes disefios experimentales para evaluar la aditividad entre
las sefides y la relacion no-lineal entre la respuesta y la concentracion. B conjunto de
caibracion se selecciond en base a dos criterios. disoluciones de patrones
unicomponentes y/o bicomponentes y pendiente calculada a partir de los diferentes
calibrados linedles univariados. También se estudio la seleccion de las variables
predictoras. En todos los casos se obtuvieron buenos resultados, aungue los mejores
resultados correspondieron a la utilizacion del registro completo (aumento y disminucion
de la sefia quimioluminiscente).

El método se valido utilizando mezclas de patrones y un material de referencia
certificado. Este método presentd las ventgjas de su bagjo coste, respuesta rdpida y no
requiere persona cualificado. Estas caracteristicas son muy Utiles para la monitorizacién
de Cry Co en andlisis de aguas.
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L as novedades que aporta esta publicacion frente a otras publicaciones existentes

consisten en que:

Se ha demostrado la robustez de |os perfiles intensidad-tiempo.

Es la primera aplicacion de estos perfiles intensidadtiempo en calibracion
multivariada para € andlisis quimioluminiscente simultéaneo de dos especies. Otras
publicaciones utilizan registros intensidad-longitud de onda obtenidos a partir de
dispositivos especiales (DDC) para determinar un analito [128-129].

Se han validado los resultados con un materia de referencia certificado.
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1.2. DETERMINACION DE NITROGENO ORGANICO AMINO Y
AMONIACAL.

El Nitrégeno es un nutriente clave en aguas naturales, pero los vertidos de
nitrégeno en exceso puede causar procesos de eutrofizacion de s aguas. Las especies
dominantes de nitrogeno en las aguas son: € nitrégeno inorganico disuelto (amonio,
nitrito y nitrato), @ nitrégeno organico disuelto (la fraccion més importante esta
congtituida por aminoécidos y péptidos, y se le denomina habituamente N-amino), €
Nitrégeno particulado orgéanico (debido a pequefios organismos: algas, bacterias) y €
particulado inorganico [130]. La presencia de Nitrégeno Organico Disuelto (DON) en
aguas naturales es en gran medida debido a procesos bioldgicos autéctonos.
Adicionalmente, las fuentes externas de DON provienen de aguas residuales industriales,
migraciones terrestres o deposicion atmosférica [131]. La concentracion de DON en
aguas se haignorado durante mucho tiempo. Su medida resulta dificultosa 'y su carécter
guimico se ha descrito escasamente. Esto, unido a que se supone biol égicamente inerte,
pueden ser las causas [131].

Existen buenos procedimientos analiticos para cuantificar € nitrégeno inorganico
disuelto (DIN) y d nitrégeno disuelto total (TDN), pero no para € Nitrégeno organico
disuelto, tal como se ha mencionado anteriormente. El més utilizado es @ método
Kjeldahl [132-135], debido a que es e de referencia establecido por la Directiva Europea
[40] relativa a los métodos de medida en € andlisis de aguas superficiales. El método
Kjeldahl se desarrollé especificamente para € nitrogeno proteico, y algunos autores han
indicado la recuperaciéon incompleta del nitrogeno para algunos compuestos [136-137].
Este método proporciona e contenido de Nitrogeno organico disuelto y amonio.

En otros protocolos é DON se cacula como la diferencia entre las medidas
independientes del TDN y & DIN, pero estos métodos son incluso mas largos en tiempo
que & método de Kjeldahl. Los principales métodos para la determinacién del TDN son:
la oxidacion acalina con persulfato o la fotooxidacion-UV a nitrato y los métodos de
combustion oxidativaa NO [131,136].

Se han publicado agunos trabajos comparando varios de estos métodos [131,138-
139], pero se necesita todavia mucho mas trabgjo para mejorar la exactitud de los
resultados de los métodos parael DON y reducir € tiempo y/o la dificultad de la técnica

En esta parte de la Tesis, se ha profundizado en € estudio del Nitrégeno Organico
en dos direcciones:

= En una primera parte, se han demostrado las ventgjas del método fluorimétrico de
OPA/NAC frente al Nesder parala determinacion de amonio después de la digestion
Kjeldahl, ademéas de demostrar que puede estimar directamente amonio y aminas
primarias.

= Enlasegunda parte, se propone un método quimioluminiscente que puede evaluar €l
nitrégeno organico mayoritario total de forma répiday automética.
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2221. METODO FLUORIMETRICO DE ROTH MODIFICADO PARA
MUESTRAS DE AGUA: DETERMINACION SIMULTANEA DE AMONIO Y
GRUPOS AMINO PRIMARIO Y SU UTILIDAD EN LA DETERMINACION DEL
NITROGENO KJELDAHL TOTAL.

El amonio es un micronutriente en los sistemas acuosos, y tiene un papel
fundamental en € ciclo del nitrégeno de los ecosistemas acuaticos. Sin embargo, su
determinacion todavia es una tarea delicada, debido a su susceptibilidad a la
contaminacion, y a que los métodos clasicos no parecen estar bien controlados en la
mayoria de los laboratorios [ 140]. Habitualmente, el amonio se encuentra junto a aminas
diféticas de cadena corta (principalmente metilamina), debido a que estas se hallan
ampliamente distribuidas en e medioambiente. Los limites tolerables para aminas se
regulan como € Nitrégeno Kjeldahl Total (que incluye amonio y Nitrégeno Organico),
siendo los vaores habituales entre 15 y 85 mg/L para aguas residuales, y 1 mg/L para
aguade grifo.

La cromatografia liquida combinada [10] o no con derivatizacion [141], se utiliza
generalmente para € andlisis de amonio y aminas aifaticas en medio acuoso. En la
bibliografia no se encuentran méodos UV-VIS o fluorimétricos libres de errores
sistematicos que puedan utilizarse como métodos de screening de muestras para reducir
costes y tiempo de andlisis en € laboratorio medioambiental, o para determinaciones in
Stu. El méodo fluorimétrico de Roth [142-144] para la determinacion de aminas
primarias utilizando como reactivos derivatizantes un tiol y € oftadialdehido (OPA),
podria adaptarse a la determinacién de amonio y grupos amino primario totales.
Aprovechando la respuesta selectiva de amonio con € reactivo OPA-NAC a 415 nm, que
se ha demostrado en @ Punto 2.1.2.1 del Capitulo 2-Resultados de esta Tesis (Apéndice
4, [55]), y que nuestro grupo de investigacion ha publicado recientemente la
determinacion de grupos amino primario en muestras de agua llevando a cabo la
derivatizacion de las aminas en cartuchos C18 y utilizando € reactivo OPA-NAC
[145,37] y 333 nm como longitud de onda de excitacion, se estudio en este trabgo la
determinacion simultanea de amonio y metilamina, como compuesto modelo de los
grupos amino primario, utilizando € reactivo OPA-NAC como agente derivatizante,
excitando a dos longitudes de onda 415 nm y 333 nm, y empleando una metodologia de
calibracion tanto bivariada como multivarida (regresion en componentes principal es).

El método se aplico a patrones antes y después del tratamiento Kjeldahl, siendo
un buen indicador del nitrégeno amino primario presente en la muestra 0 un buen método
para amonio después del tratamiento Kjeldahl, y también un buen indicador de fallos en
e tratamiento de digestion Kjeldahl utilizado para la conversion a amonio de los grupos
amino primario. EI método se aplicd a andliss de muestras de agua redes, y los
resultados se compararon con |os obtenidos a aplicar e método de referencia de Nessler.

Mas informacion acerca de las condiciones experimentales, se reflgja en €
Apéndice 10.
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Etapa de calibracion

De acuerdo con € trabajo previo del grupo de investigacion [145], los patrones de
MA, EA, N-PrA, IPA, BA, PeA, HA y b-FEA, proporcionaron respuestas similares entre
dlos a expresar la concentracion en mg/L de Nitrégeno, con porcentajes de recuperacion
respecto a la sefid de la MA de 100, 93.5, 101.1, 934, 89, 1004, 1082 y 99 %
respectivamente. La aditividad entre la sefid de diferentes aminas se evalué analizando
mezclas de estas. Los porcentgjes de recuperacion fueron entre e 81-88 %. Con estos
resultados se demostro que la respuesta de las aminas en la reaccién con OPA-NAC, no
dependia de laamina primaria, y se podia utilizar laMA como compuesto modelo.

Para estudiar la determinacién simultanea de amonio y aminas primarias (MA),
se empled d disefio experimental 5 que se muestra en la Tabla 63. Tanto € amonio
como la amina primaria proporcionaban una sefial fluorescente a &, = 333 nm/ &, =
450 nm, aunque & méaximo de emision para e amonio se situaba a 462 nm (Figura 53).

Tabla 63. Codigo y concentracion del conjunto de patrones de calibracion (disefio 5°).

NH,\MA
(mglL) 0 025 0375 05 0.625
0 00 01 02 03 04
0.25 10 11 12 13 14
0.75 20 21 22 23 24
1.25 30 31 32 33 34
1.75 40 41 42 43 44

No hubo diferencias significativas a un nivel de confianza del 95% (varianza
homogénea, Fac < Fiap, a=005, Y pendientes comparables, teqc < tin a=0.05 ) entre las curvas
de calibrado de amina obtenidas en presencia de diferentes concentraciones de amonio
congtante variado de 0 a 1.75 mg/L (Tabla 64). Las pendientes medias obtenidas a 450
nm para aminay amonio fueron 6532 (s= 472, n=5) y 1038 (s= 127, n= 5), y expresando
la concentracion en mg/L de N, 2950 (s= 213, n= 5) y 855 (s= 104, n=5),
respectivamente. Estos valores indican que € isoindol de amina es 3.5 veces més sensible
gue € isoindol de amonio cuando se trabagja excitando a 333 nm y midiendo la emision a
450 nm.

140



Capitulo 2. RESULTADOS OBTENIDOS Y DISCUSION
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Figura 53. Espectros de emision de fluorescencia para patron de NH,* de 1.75 mg/L (a | ec
=333 nmy al =415 nm) y patron de MA de 0.375 mg/L (a | =333 nmy a | =415 nm).

En la Figura 53, se muestran los registros obtenidos para amonio y metilamina
excitando a 415 nm. Parala amina se obtuvo una sefid similar a blanco (de acuerdo con
el Punto 2.1.2.1 del Capitulo 2-Resultados de esta Tesis) , mientras que para el amonio se
obtuvo un maximo de emision de fluorescencia a 485 nm. Como puede verse en la Tabla
64, alalongitud de onda selectiva paraamonio, | ¢.= 415 nm (I .= 485 nm), se obtuvo la
misma curva de caibrado en presencia o ausencia de amina. Para las diferentes
cantidades de amina ensayadas, |as ordenadas fueron similares a la obtenida con la curva
de calibrado de patrones de amonio, debiéndose su contribucion a blanco de reactivos.
La curva de calibrado de amonio a 485 nm, asi como las ecuaciones de calibracion de
amonio y de amina a 450 nm, excitando a 415 y a 333 nm respectivamente, se necesitan
para la estimacion de ambos analitos.
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Los espectros de emision obtenidos excitando a 415 y 333 nm para |los patrones
(Tabla 63), se procesaron utilizando regresion en componentes principales (PCR) para
desarrollar un modelo multivariado para amonio y amina respectivamente. Para llevar a
cabo la etapa de cdibracion, se emplearon la Seleccién Top Down (TDS) y la seleccion
del mgor Sub-Conjunto (BSS) [146]. Los modelos de PCR se obtuvieron utilizando los
datos (centrados) como bloque-X. El nimero de variables, € porcentgje de varianza
explicada, € nuimero de componentes y la media cuadratica de los errores de prediccidn
(RMSECV) por validacion cruzada, se muestran en la Tabla 65. Los vaores de
RMSECV se cdcularon para evaluar la capacidad de prediccion de los modelos. Para la
metilamina no habia diferencias entre las dos opciones de seleccion, y se obtuvo un
modelo de complgidad 3. Para el amonio, la componente principa 2, no seincluyo6 en e
modelo con seleccion BSS, utilizandose solamente las componentes principales 1y 3
(complejidad 2). En un segundo paso, se llevé a cabo una seleccion de las variables sobre
e modelo optimizado utilizando la aproximacion de Eliminacion de Variables No
informativas (UVE) [147]. Se utilizaron solamente 32 y 29 de las variables originales
para metilamina y amonio respectivamente. En ambos casos, se selecciond un modelo
final de complgjidad dos. Los vaores de RMSECV fueron buenos para todos los
modelos, como puede verse en la Tabla 65, pero se seleccionaron los modelos de UVE-
BSS.

Tabla 65. Caracteristicas de los modelos de Regresién en Componentes Principales
obtenidos para amonio y metilamina utilizando Seleccion Top Down (TDS), Seleccion del
mejor Subconjunto (BSS) o Eliminacién de las Variables no informativas-Seleccién del mejor
Subconjunto.

Amonio (& 415 nm) Amina (& 333 nm)
TDS BSS UVE-BSS TDS BSS UVE-BSS
Numerode o3 559 32 180 180 29
variables
CPs 1,2 1,3 1,2 1,2,3 1,2,3 1,2
Varianza
Explicada, 99.999 99.999 99.999 99.999 99.999 99.999
blogue-X

RMSECV = 0089 0.051 0.052 0.034  0.037 0.040

Precision y exactitud

Teniendo en cuenta los resultados previos, se andizaron mezclas de patrones de
amonio y metilamina. Las medidas se llevaron a cabo excitando a 415 nmy a 333 nm, y
utilizando las curvas de calibrado de amonio a 485 m y las curvas de cdibrado de
amonio y de metilamina a 440 nm. En la Tabla 66 se muestran las concentraciones de
amonio y metilamina calculados en las diferentes mezclas ensayadas para cada uno de los
modelos de calibracion utilizados. Los resultados obtenidos utilizando calibracién
bivariada fueron satisfactorios en todos los casos, siendo |os errores relativos entre 4-24%
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para€el amonioy entre 7-8% para la metilamina. La desviaciones estandar relativas fueron
entre 1-9% y 6-13% paraamonio y metilamina respectivamente.

Al utilizar la calibracion multivariada (PCR), las exactitud fue algo mejor para e
amonio siendo los porcentgjes de error relativo entre 1-16%, y similar parala metilamina,
con porcentajes de error relativo entre 0-7.2%.

Tabla 66. Concentracién de amina y amonio hallada en mezclas de patrones aplicando
calibracién bivariada o multivariada (PCR).

NH,”  NH," encontrado (mg/L) MA MA encontrada (mg/L)
adicionado  Calibracion adicionada  Calibracién
(mglL) bivariada SO (mg/L) bivariada SO
0.25 0.31+£0.03 0.29+0.02 0.25 0.23 £ 0.03 0.26 = 0.02
0.75 0.89+0.04 0.76 + 0.06 0.375 0.35+ 0.02 0.40 + 0.06
1.25 1.14 + 0.03 1.23 + 0.07 0.5 0.46 £+ 0.06 0.50 £ 0.04
1.75 168+ 0.02 1.74 + 0.06 0.625 0.58 + 0.04 0.58 + 0.09
M étodo K j eldahl

La determinacion del Nitrégeno organico es un parametro importante en la
calidad del agua. Este parametro se estima segun la legidacion de la diferencia entre €
Nitrégeno Kjeldahl Total y el Amonio libre.

Se ensayaron diferentes condiciones de digestion-destilacion Kjeldahl para
seleccionar agquellas que garantizaran la conversion total de las aminas (Tabla 67). Las
variables ensayadas fueron: cantidad de HgO (g) (0.0332-0.525 g), volumen de H,SO,
concentrado (3.39-12 mL ), cantidad de K,S0, (2.22-10.5g), tiempo de digestion (90-120
minutos) y volumen del reactivo utilizado en el paso de destilacion NaOH/Na,S,0; (25
50 mL).

Se utilizan los modelos previamente establecidos para la determinacién de
amonio y amina no transformada. Mientras que € amonio extraido fue practicamente
independiente de las condiciones experimentales (Figura 54), la trasformacion de amina
en amonio, vario en funcion de las condiciones de digestion-destilacion empleadas, como
puede verse en la Figura 55. Lacondicion 6 proporciono latransformacion total de MA a
amonio, siendo € porcentaje de converson del 109%. El porcentaje de conversion
obtenido con e método de Nesser en la condicion 6, también fue del orden del 100%.
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Figura 54. %Recuperacion de NH," calculado respecto a la sefial (o pendiente) obtenida sin
Kjeldahl, a diferentes condiciones Kjeldahl (Tabla 67). Condicidn 2: n=7 : 5 patrones de 0.5
mg/L de NH," y 2curvas de calibrado (0, 0.5, 1.25, 2, 2.75 mg/L NH," y 0, 0.2, 0.5, 0.9, 1.3
mg/L NH," respectivamente). Condicion 3: n=4: 2 patrones de 0.5 mg/L de NH," y 2 curvas
de calibrado (0, 0.05, 0.25, 0.78 mg/L. NH,", y 0, 0.75, 0.75 mg/L NH,"). Condicion 5: n=1:
Curva de calibrado (0, 0.28, 0.56 mg/L NH,"). Condicion 6: n=3: Patrones de 0.375y 0.75

(2 réplicas) mg/L NH,".
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Figura 55. %Recuperacion de MA transformada a amonio y %Recuperacion de MA no
transformada, calculados respecto a la sefial obtenida sin Kjeldahl, a diferentes condiciones
Kjeldahl (Tabla 67). Condicién 1; n=4; 2 patrones de 0.5 mg/L y 2 patrones de 0.125 mg/L
de MA. Condicion 2; n=4: Patrones de MA de 0.086, 0.3875, 0.5y 0.56 mg/L. Condicién 4:

n=2: Patrén de 0.5 mg/L de MA (2 réplicas). Condicion 5; n=5: Patrén de 0.775 mg/L de MA
(5 réplicas). Condicion 6: n=2; Patrén de 1.3 mg/L de MA (2 réplicas).
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Tabla 67. Diferentes condiciones Kjeldahl ensayadas.

Condicion m(K;SO,) m(HgO) V(H,SO,) Tiempo de V(NaOH/Na,S,05)
(9) (9) (mL) Digestion (min) (mL)
1 2.224 0.0332 339 0 25
2 2.224 0.0332 339 120 25
3 105 0.525 12 120 50
4 6.7 01 102 120 30
5 6.7 01 10 120 40
6 6.7 0.525 10 120 30

Ademés se estudio la conversion de otras aminas primarias y secundarias
(etilamina, n-propilamina, isopropilamina, butilamina, pentilamina, hexilamina,
dimetilamina, dietilamina'y b-feniletilamina) a amonio en las condiciones Optimas de
digestion-destilacion Kjeldahl (Condicién 6). En la Figura 56 se muestran los espectros
de emision de fluorescencia a &, = 415 nm (selectiva para amonio) de los derivados
OPA-NAC-amonio y OPA-NAC-amina a diferentes niveles de concentracion antes del
tratamiento Kjeldahl, y a concentracién de amonio de 0.75 mg/L después del tratamiento
Kjeldahl y la derivatizacion con OPA-NAC. Como puede verse en la Figura 56-A, la
sefia andlitica de los derivados de amina antes de la digestion Kjeldahl, fue similar a la
del blanco. Sin embargo, después del tratamiento Kjeldahl, las aminas se transformaron
en amonio (Figura 56-B). Las medidas ddd amonio se llevaron a cabo por e
procedimiento OPA-NAC (I o 415 nm - | ¢, 485 nm) y se contrastaron con e método de
Nesder. Los porcentajes de recuperacion de amonio obtenidos con ambos métodos se
muestran en la Tabla 68. Como puede observarse, con ambos métodos fueron
comparables, y los porcentajes de recuperacion fueron cercanos a 100%, tanto en
disoluciones de una Unica amina como en mezclas.

Tabla 68. Porcentajes de recuperacion de amonio para las diferentes aminas y mezclas de
aminas después del Kjeldahl, con el Método OPA-NAC a 485 nm o con € Método Nesder.

Amina Méodo OPA-NAC  Método Nessler
(Concentracion antesKjeldahl) (% REC a4+ ) (% RECyha+ )
EA (3.75mg/L) 101 110
N-PrA (4.93 mg/L) 1225 1215
IPA (4.93 mg/L) 107.2 103.13
BA (6.10 mg/L) 882 818
PeA (7.25 mg/L) 9.8 9%
HA (843 mg/L) 1247 121
DMA(3.76mg/L) 715 68.6
DEA(6.10 mg/L) 112 101.2
b-FEA(10.10 mg/L) 104.4 100.7
EA (1.878 mg/L) + DEA (3.047 mg/L) 844 79
DMA (1.253 mg/L) + N-PrA (1.642 mg/L) + - -
IPA (1.642 mg/L)
BA (3.05mg/L) + b- FEA (5.05 mg/L) 99.9 85
PeA (3.622 mg/L) +HA (4.21 mg/L) 85.3 R2

146



Capitulo 2. RESULTADOS OBTENIDOS Y DISCUSION

1000 —
A)
T 800 —
=
(@) 2
g} Patréon 0.75 mg/l NH4+
(<)
O 600 —
c
(<)
O
(%]
()
S
O 400 -
=
[
200 |
Blanco, MA, EA, NPrA, IPA, BAY
PeA, HA,_ DMA, DEA, B-FEA
0
I I I I
450 500 550 600
l'em (nm)
1000 —
B)
800
2
o
= 600 —
o Patrén 0.75 mg/l NH4+, MA,
8 oy EA, IPA, PeA, DEA, B-FEA
S ‘1
o
S 400 —
T
200
0
450 500 550 600
l em (nm)

Figura 56. Espectro de emisién de fluorescencia de los derivados OPA-NAC a 485 nm (Ey =
415 nm) para blanco, patron de 0.75 mg/L de NH,", 1.3 mg/L MA, 1.875 mg/L EAy DMA,
2.465 mg/L N-PrA e IPA, 3.05 mg/L BAy DEA, 3.625 mg/L PeA, 4.215 mg/L HA, y 5.05 mg/L
b-FEA. (56-A)-medidos antes del Kjeldahl. (56-B) medidos después del Kjeldahl.
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Andliss de muestras de agua

El procedimiento se aplicod a la determinacion de amonio y aminas primarias
(expresadas como metilamina) en tres muestras de agua reales de diferente naturaleza:
agua de riego, residual y de fuente. En la Tabla 69 se muestran las concentraciones de
amonio y amina haladas aplicando cada uno de los modelos de calibracion. Para
comparar |os resultados obtenidos, se aplicd un test t de muestrasrelacionadas, que dio a
> (0.05, tanto para el amonio como para la metilamina, lo que indicaba gue los resultados
eran similares en ambos métodos, y que se podia optar por cualquiera de los dos modelos
de cdibracion, para el andlisis de muestras reales.

La muestra de agua de fuente se analiz6 ademés por e método de referencia de
Nesser obteniéndose resultados comparables para la concentracion de amonio: (0.32 +
0.02) mg/L (n=3).

Tabla 69. Concentracion de amina y amonio hallada en muestras reales aplicando

calibracién bivariada o multivariada (PCR).

NH," (mg/L) Amina (expresado como MA)

Muestras . = : — (mg/L)
Calibracion PCR Calibracion PCR
Bivariada Bivariada
Agua deriego - - 0.051 + 0.007 0.086 + 0.009

Aguaresidual 24.92+0.10 322+04 8.8+04 10.25+ 0.14
Aguadefuente 0.36+0.03 0.29+0.05 0.058+0.013 0.082 + 0.004

El procedimiento OPA-NAC se aplico a estas tres muestras de agua después del
tratamiento de digestion Kjeldahl. La sefid analitica medida correspondi6 a contenido de
amonio més € nitrogeno organico. Los resultados obtenidos se compararon con los que
proporciond e méodo de Nesser. Al aplicar el método OPA-NAC los resultados fueron
(0.19 £ 0.07, n=3), (213 = 3, n=3) y (2.103 + 0.018, n=3) mg/L de amonio para las
muestras de agua de riego, residua y de fuente respectivamente. Estos resultados fueron
estadisticamente similares (test t de muestras relacionadas, & > 0.05) alos obtenidos al
aplicar e método de referencia de Nesder: (0.223 £ 0.018, n=3), (232+ 3,n=3) y (2.14 =
0.02, n=3) mg/L de amonio.

L as concentraciones de amonio halladas en las muestras, estén de acuerdo con la
diferente naturdeza de las aguas andizadas. Para aguas superficiadles de baga
contaminacion e N-Kjeldahl no debe exceder las 2 mg/L. Para aguas residuales
industriales, este parametro puede ser incluso superior a 200 mg/L. Teniendo en cuenta
los resultados mostrados en la Tabla 69 (concentraciones antes del Kjeldahl) y los
resultados después del tratamiento Kjeldahl, se dedujo que estas muestras de agua,
presentaban otros compuestos de nitrégeno ademés de amonio y aminas aliféticas
primarias.
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Conclusiones

En este capitulo, se propone la utilizacion del reactivo OPA-NAC para la
determinacion simultanea de amonio y aminas aiféticas primarias. Puede utilizarse
calibracién bivariada a dos longitudes de onda de excitacién, o calibracién multivariada
(PCR), obteniéndose resultados similares. La metilamina se utiliz6 como compuesto
modelo debido a que la respuesta de diferentes aminas fue la misma cuando se expresaba
en mg/L de Nitrégeno, y se demostro la aditividad entre sus sefiales cuando se procesaron
mezclas de aminas.

Las curvas de calibrado de amonio en € intervalo 0.25-1.75 mg/L en presenciade
una concentracion fija de amina (variada de 0.25 a 0.625 mg/L) dieron pendientes
estadisticamente similares excitando a 415 nm. A esta longitud de onda, no habia
respuesta por parte de las aminas. Las curvas de cdibrado de metilamina en € intervalo
0.25-0.625 mg/L en presencia de una cantidad fija de amonio (variada de 0.25 a 1.75
mg/L), también dieron pendientes estadisticamente similares excitando a 333 nm. La
sefial del amonio afectaba a los valores de la ordenada

Las pendientes de las curvas de calibrado de amonio fueron similares antes y
después de aplicar e tratamiento Kjeldahl. La conversién de aminas a amonio fue
aproximadamente del 100% en las condiciones Optimas establecidas para todas las aminas
individualmente y en mezclas. La aplicacion del tratamiento Kjeldahl a las muestras de
agua reales, dio resultados de acuerdo con la naturaleza de las aguas. La aplicacion del
método de referencia de Nessler sirvid para validar e método, obteniéndose resultados
similares alos obtenidos con € método OPA-NAC.
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2222. METODO QUIMIOLUMINISCENTE AUTOMATICO PARA LA
ESTIMACION TOTAL DEL NITROGENO ORGANICO (-CH,-NH-) Y AMONIO.

Basandonos en la bibliografia reciente para amonio [148] y en la conocida
reactividad entre los grupos amino y € hipoclorito, en este capitulo se propone un sistema
de flujo continuo para la determinacién conjunta del nitrdgeno organico amino (-CH,-
NH-) y € nitrégeno amoniacal en muestras de agua no tratadas En este sistema, € grupo
amino reacciona con € Hipaoclorito formando la cloramina, y posteriormente, la mezcla
reacciona con el Luminol generando una sefial quimioluminiscente. La sefial de emision,
registrada a 425 nm en funcién del tiempo, disminuye al aumentar la concentracion de
Nitrégeno en la muestra, debido ala disminucién en la concentracion de Hipoclorito, que
depende de la concentracion de grupos amino presentes en la muestra.

Se han ensayado un gran nimero de compuestos de Nitroégeno, y sus
sensibilidades se han comparado en (mg/L)" de Nitrégeno. Una misma curva de
calibrado puede utilizarse para un gran nimero de compuestos, con lo que e método
puede emplearse para deducir de forma rapida e Nitrégeno organico disuelto y €
amonio. Se han evauado las caracteristicas del méodo como la selectividad, tiempo de
andisisy reproducibilidad.

El méodo quimioluminiscente se ha aplicado a andlisis de una amplia variedad
de muestras de agua (agua natural, de lago, de riego, de fuente, residua y marina). La
exactitud del método se ha evauado aplicando € método de adicion estandar y
procedimientos de referencia. Para algunas de estas muestras, se ha realizado un estudio
comparativo del contenido de Nitrégeno amoniacal antes y después del tratamiento
Kjeldahl, para evaluar s & méodo aplicado a muestras no tratadas podia dar una
estimacion del N Kjeldahl Total.

El sstemade inyeccion en flujo utilizado es € que se muestraen laFigura 18 dd
Capitulo 1-Introduccién (Pag. 41). Mas informacion acerca de las condiciones
experimentales, sereflgaen e Apéndice 11.

Par @metr os analiticos

En la Tabla 70, se muestran las curvas de calibrado Sefial QL frente a
Concentracion de Nitrégeno (mg/L) obtenidas con patrones de amonio en diferentes
condiciones experimentales. Las variables evaluadas fueron: €l tipo de celda de medida
(celda de nudos o espira), la concentracién de tampon, la concentracion de hipoclorito, y
la presencia de tampdn o de NaCl en |os patrones.

Las condiciones 6ptimas, de méxima sensibilidad (narcadas en negrita en la
Tabla 70), se obtuvieron utilizando la celda de nudos e Hipoclorito 0.9 mM en tampdn
carbonato 0.144 mM de pH 11.2. El rango lineal fue de 0.23-4 mg/L N, y d limite de
deteccidn alcanzado fue de 0.070 mg/L N. Al acondicionar los patrones con tampén, la
sensibilidad disminuy6 un 33%, y a prepararlos en NaCl, disminuyd un 13%.
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Tabla 70. Curvas de calibrado de amonio (Sefial QL frente a Concentracion de Nitrdgeno
(mg/L)) y otros parametros analiticos en diferentes condiciones experimentales estudiadas.

Condiciones estudiadas

Celdade
deteccion

Espiral
Nudos
Nudos
Nudos
Nudos
Nudos*

Nudos**

Conc.

Hipoclorito

09 mM

0.9mM

05 mM

09 mM

09 mM

09 mM

09 mM

* TampOn en patrones
**NaCl en patrones

Conc.
Tampoén

0.144 mM
0.144 mM
0.144 mM
omM
10 mM
0.144 mM

0.144 mM

Curvade calibrado

Y=(axs)+(bxs,) C

Y = (9170 + 30) + (-1844 + 14)- C

LD

(N, 12,5, (mg/)

0.091

(12, 0.9994, 70)

Y = (9680 + 140) +(-2370 £ 70)- C

0.070

(10, 0.9938, 300)

Y = (4300 + 50) + (-1960 + 40)- C

0.086

(9, 0.9968, 100)

Y = (9690 + 100) +(-2290 + 40)- C

0.073

(12, 0.9962, 200)

Y = (9400 + 90) + (-1730 + 40)- C

0.097

(12, 0.9940, 200)

Y = (7960 + 160) + (-1570 £70)- C

0.107

(12, 0.9806, 400)

Y = (8290 + 100) + (-2050 +40)- C

0.082

(15, 0.9942, 200)

IL
(mg/l)

0.3-4
0.24-4
0.3-2
0.24-4
0.3-4
0.4-4

0.27-4

Los registros de inyeccion en flujo obtenidos para los patrones ddl calibrado de
amonio, se muestran en laFigura 57.

10000 — Blanco
]
=
) 0.75 mg/l N
© 8000 —
£
€
=
©6000 —
€
= 2 mg/IN
(04
S 4000 —
©
n 3 mg/lN

2000 —

4 mg/IN
l L l L [ lL M
0 E— = I |
0 100 200 300 400
Tiempo (s)

Figura 57. Registros de inyeccion en flujo obtenidos en las condiciones experimentales
Optimas a diferentes niveles de concentracion de amonio (expresado en mg/L de Nitrégeno).
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La reproducibilidad del método se evalud en dos vertientes. En la Figura 58 se
muestra el solapamiento a todos los niveles de concentracion entre las curvas de calibrado
de amonio obtenidas en cinco dias diferentes. El porcentgje de desviacion esténdar
relativa (Y%DER) parala pendiente del calibrado fue de 1.86 %.

12000 - Curvas de calibrado de Amonio

| Dial y=-2366.3x + 9676

(O]
% 10000 % EDia2 y=-2339.4x + 9677.6
° Dia3 Y =-2332.4x + 9456
E e Dia4 Y =-2255.9x + 9570.4
3 X Dia5 y=-2293.3x + 9365.4
S 6000 - Y
E
S 4000 1
©
5
8 2000 -

0 : : . .

0 1 2 3 4 5

Concentracion de Nitrégeno (mg/L)

Figura 58. Curvas de calibrado de amonio (Sefial QL frente a ng/L N) obtenidas en cinco
dias diferentes.

Por otra parte, los estudios de repetibilidad dieron %DER(n=3) de 0.81%, 0.31%
y 3.7% para concentraciones de Nitrégeno de 0.75, 2 y 4 mg/L respectivamente.

Estos valores indicaron que la precision del método era muy buena.

La velocidad de muestreo de hasta 60 muestras por hora sin tratamiento previo,
permite que e procedimiento pueda adaptarse como analizador para monitorizacion in
Situ.

Respuesta de compuestos de Nitr 6geno

Para evauar la validez de la metodologia propuesta para la determinacion de los
grupos amino (Nitrégeno Organico méas Nitrogeno amoniacal), se estudio la respuesta de
otras familias de compuestos de Nitrégeno, comparando |os resultados con |os obtenidos
para el amonio, refiriendo las concentraciones a contenido en Nitrégeno.

La primera familia de compuestos estudiada fueron las aminas alifaticas:
primarias, secundarias y terciarias.
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El estudio de siete aminas difaticas primarias (MA, EA, N-PrA, IPA, BA, PeA 'y
HA), dio porcentsjes de recuperacion (calculados como pendiente de la curva de
calibrado de la amina* 100/pendiente de la curva de calibrado de amonio) cercanos a
100% como puede verse en la Tabla 71. El porcentagje de recuperacion medio (91 + 11)%
demostr6 que la respuesta de las aminas primarias era similar ala del amonio, por lo que
su contenido de nitrogeno quedaria medido utilizando esta metodol ogia.

Para las aminas diféticas secundarias;, DMA y DEA, los porcentgjes de
recuperacion fueron algo menores (Tabla 71) aunque cercanos a 100%, siendo €

porcentaje de recuperacion medio (81 + 4) %.

Tabla 71. Porcentajes de recuperacion (Damina* 100/byna+) para aminas alifaticas primariasy
secundarias individual mente y %Recuperacion medio.

% Recuperacion

Amina B -* 100/Bgsae (% REC £ 9)
MA 104
EA 83
N-PrA 79

IPA 82 91+ 11)%
BA 82
PeA 102
HA 103

DMA 78 (81 + 4)%

DEA 84

Sin embargo, los resultados para las dos aminas dlifaticas terciarias estudiadas
(TEA y TMA), mostraron gue este tipo de compuestos no se podian detectar mediante
esta metodologia. Esto se debe a que en estas condiciones experimentales, la cloramina
no se formaba y por tanto e hipoclorito no se consumia, permaneciendo la sefia
quimioluminiscente constante, igua a blanco.

La segunda familia de compuestos estudiados fueron las poliaminas. Estos
compuestos presentan varios grupos amino y la respuesta para cada andito deberia
disminuir en funcion del nimero de grupos amino presentes. Al realizar la calibracion
frente a contenido de nitrégeno para cada una de las poliaminas estudiadas (putrescinag,
cadaverina, esperming, espermidinay 1,7-diaminoheptano), se abtuvieron porcentgjes de
recuperacion excelentes (Tabla 72). El porcentaje de recuperacion medio (96.6 + 1.8) %,
indic6 que € contenido de nitrogeno de este tipo de compuestos quedaria medido
utilizando esta metodologia.

La tercera familia de compuestos de nitrogeno estudiada fueron las

arilaguilaminas Se tomé la b-Feniletilamina como compuesto modelo, obteniéndose
también un porcentaje de recuperacion del 100.1%.
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Tabla 72. Porcentajes de recuperacion (Dyoliamina® 100/bnias) para poliaminas
individualmente y %Recuperacién medio.

Poliamina

Putrescina
Cadaverina
Espermina
Espermidina

1,7-Diaminoheptano

Por otra parte, se estudiaron compuestos de Nitrégeno que contenian Nitrégenos
aromaticos (como latriazina) o Nitrégenos resonantes (como la ureq). Estos Nitrogenos
no respondian a la reaccién con e Hipoclorito para dar cloramina, de modo que la sefial
quimioluminiscente permanecia estable (similar a blanco). Ademas los Nitrogenos
arométicos, exaltaban la sefia quimioluminiscente del blanco. Estos resultados mostraron
gue Nitrégenos resonantes y arométicos no podrian ser detectados mediante este método.

Ademas se estudiaron 14 aminodcidos que solo poseian un grupo amino. Los
porcentajes de recuperacion obtenidos (T abla 73), fueron cercanos a 100% en todos los

% Recuperacion
bpoliamina* 100/bNH4+
98
95
98
94
97

(% REC + 9)

(96.6 + 1.8)%

casos, siendo e porcentaje de recuperacion medio de (96 + 4) %.

Tabla 73. Porcentajes de recuperacion (Damincacido® 100/byna+) para aminoacidos
individualmente y %Recuperacién medio.

Aminoacido
Acido aspértico
Triptéfano
Acido gutamico
Glicocola
Prolina
Serina
Tirosina
Almandina
Fenilaanina
Vdina
Leucina
Isoleucina
Treonina
Lisna
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% Recuperacion
baminoécido* 100/bNH4+
93.5
87.1
101.9
97.6
96.6
99.9
95.4
98.1
97.1
100.6
94.3
96.0
97.1
93.8

(% REC + 9)

(96 = 4)%
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El amino&cido Higtidina presenta una estructura con dos nitrégenos arométicos
ademés dd grupo amino difético, y a igud que para la triazing, la sefid
quimioluminiscente del blanco aumentd y no se observé disminucion de sefid en e
intervalo de trabagjo del Nitrégeno. Por su parte, el aminoacido Arginina que presenta
Nitrégenos resonantes ademés del grupo amino aifético, los resultados obtenidos
considerando solamente € nitrégeno alifético (Buminoacido™ 100/Damonio=96.8%), confirmaron
gue solo este grupo (-CH,-NH,) de la arginina contribuy6 a la disminucion de la sefial
guimioluminiscente. Los aminoacidos Cisteina y Metionina dieron porcentajes de
recuperacion (Buminoacido™ 100/bamonio) de 287 'y 147 %. Estos porcentgjes indicaron que otro
atomo de su estructura contribuia a disminuir la sefid quimioluminiscente. Como se
demuestra més abagjo, este &omo fue e S.

Sdlectividad del método: Estudio de interferencias

El tipo de compuestos interferentes estudiados fueron aquellos que contenian
atomos de sulfuro, ya que estos &omos podian dar lugar a interferencias en la
determinacion de nitrégeno como se habia visto en la seccion anterior al estudiar los
aminoécidos que contenian azufre en su estructura. Se estudio la respuesta de dos
compuestos, e sulfuro sddico (S*) y del cido mercaptoacético (R-SH) que no contenian
grupos nitrogeno en su estructura. Ambos compuestos respondieron a la reaccion
disminuyendo la sefid QL. La interferencia del sulfuro fue € doble que la de
mercaptoacético, siendo las pendientes de las curvas de calibrado 3058 y 1850 L/mg S.

La respuesta de aminoacidos como la Cisteina (aminoacido con grupo R-SH en
su estructura) y su derivado la N-Acetil-L-Cisteina, era debida ala contribucién de ambos
atomos, N y S. Las sefides experimentales fueron proximas a 100% de las sefides
tedricas obtenidas teniendo en cuenta las pendientes de caibracion de amonio y
mercaptoacético. La interferencia causada por € grupo R-S-R, es pequefia, como puede
deducirse del porcentagje de recuperacion dado en la seccién anterior para la metionina.
Cuando se trabgj6 ala concentracion habitual de tioles en aguas (0.25 ng/L) [149],y ala
concentracion maxima permitida para H,S en aguas de bebida (50 ng/L) [40], los
compuestos de azufre no interfirieron en la reaccidén, obteniéndose una sefid
quimioluminiscente igual aladd blanco.

El segundo grupo de posibles interferentes ensayado fueron los iones metalicos.
Cr(ll1) y Co(I) no interfirieron en la reaccion incluso a niveles de 0.5 mg/L. Cu(ll)
solamente disminuyo la sefial QL en un 10% cuando se utiliz6 a una concentracion de 50
ny/L (limite maximo permitido para aguas naturales). Otros cationes como Fe(l11), Cd(I1)
y Hg(ll), no interfirieron a su maxima concentracién permitida (0.5 mg/L, 5 ng/L y 1ng/L
respectivamente).
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Tratamiento Kjeldahl

Se aplico d tratamiento Kjeldahl a los compuestos de Nitrogeno que no
respondian a la reaccion con € Hipoclorito, para estudiar su reactividad después de la
digestion de la muestra. Se digirieron patrones de trietilamina, urea, Histidinay Arginina
con una concentracion de Nitrogeno final de 1.5 mg/L. Los porcentajes de recuperacion
obtenidos se muestran en la Tabla 74. Todos los porcentagjes son cercanos a 100%, por
lo que después dd tratamiento Kjeldahl, e contenido de Nitrogeno de estos compuestos
quedaria medido a utilizar este método de deteccion.

Ademés, se aplico € tratamiento Kjeldahl a dos mezclas de aminas (que
contenian o no TMA) para estudiar la recuperacion del Nitrogeno Total. Los porcentajes
de recuperacion obtenidos para las dos mezclas con un contenido de nitrégeno total de 1.5
y 1.8 mg/L N, se muestran en la Tabla 74, siendo ambos valores cercanos al 100%.

Tabla 74. %Recuperacion individual y %6Recuperacion medio hallado en patrones de TEA,
urea, Histidina y arginina de concentracion final de Nitrégeno de 1.5 mg/L, y para mezclas
de MA/PeA/DMA (Conc final Nitrégeno 1.5 mg/L) y MA/PeA/DMA/TMA (Conc final
Nitrégeno 1.8 mg/L), después del tratamiento Kjeldahl.

Analito % Rec (% REC £ 9)
TEA 94.1
Urea 103.5

Hist?d?na 114.9 (103 + 8)%
Arginina 109.6
MA + PeA + DMA 96.3
MA + PeA + DMA + TMA 99.7

El tratamiento Kjeldahl se aplico también a una proteina, la albimina bovina. Los
resultados antes y después del Kjeldahl fueron diferentes, de modo que casi la mitad del
nitrdgeno presente, no se detecta si no se lleva a cabo la digestion &cida

Andlisis de muestras de agua

Se andlizaron varias muestras de agua. Para validar la exactitud del método, se
fortificaron todas las muestras a tres niveles de concentracion diferentes para aplicar €
método de adicion estandar, siendo los porcentajes de recuperacion del nitrégeno
adicionado muy cercanos a 100% (Tabla 75). Esta tabla demuestra que no habia efecto
matriz en estas muestras, y que € contenido de Nitrégeno en las muestras podia deducirse
directamente a partir de la curva de calibrado de patrones.

En tres de las muestras ensayadas, agua natural (S1), agua de grifo (S2) y aguade
riego 2 (S3), la concentracion de Nitrégeno estuvo por debajo del limite de deteccion del
método. El agua de mar (S5) presentd un aumento de la sefid del blanco por lo que no
pudo ser andlizada por e método por medida directa. En las otras cuatro muestras, agua
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de lago ($4), aguaresidual (S6), agua de riego 1 (S7) y agua de fuente (S8), se encontr
una concentracion de Nitrégeno detectable a realizar la medida directa de las muestras.
En la Tabla 76, se muestra la concentracion de Nitrogeno Total halada en la medida
directa de estas muestras calculada a partir de la curva de cdibrado de patrones.

Tabla 75. Concentracién de Nitrégeno hallado en muestras de agua reales fortificadas y
porcentajes de recuperacion a diferentes niveles de concentracion.

Muestra .C_oncentracién Concentracion % Recuperacion
adicionada (mg/L N) hallada (mg/L N) (Rects) %
0.75 0.69 + 0.04 92+6
S1-Agua natura 15 1.52 + 0.05 101+ 4
3 291+ 0.08 97+3
0.75 0.64 £ 0.07 86 + 10
S2-Agua de grifo 15 1.46 + 0.02 97.4+13
3 2.75+0.08 92+3
0.75 0.71 £ 0.03 95+ 4
S3-Agua de riego2 1.5 1.58 + 0.03 1052+ 1.7
3 3.004 + 0.018 100.1+ 0.6
0.75 0.724 + 0.018 97+2
S4-Aguadelago 15 1.69 £ 0.04 112+ 3
3 262+ 0.04 87.4+13
0.75 0.76 £ 0.04 101+ 6
S5-Agua de mar 15 1.58 + 0.05 105+ 3
3 2.85+0.03 95.0+1.1
0.75 0.692 + 0.017 92+2
S6-Agua residual 15 143+ 0.08 96 + 6
3 2.696 £ 0.004 89.86 + 0.12
0.75 0.79 £ 0.03 105+ 4
S7-Agua de riegol 15 1.581 + 0.013 105.4+ 0.9
3 3.034 £+ 0.007 101.1+0.2
1.5 1.49 + 0.10 9+7
SB-Agua de fuente 3 2,91+ 0.10 97+3

Tabla 76. Concentracion de Nitrégeno Total (Organico mas amoniacal) (mg/L N) encontrada
en las diferentes muestras de agua estudiadas, antes y después del tratamiento Kjeldahl.

Concentracién de Nitrégeno Total (mg/L)

Muestra . L :
Antes del Kjeldahl Después del Kjeldahl
A (0.92 + 0.15) (1.59 + 0.06)
S5 N.D. (1.66 + 0.10)
S6 (240 £ 8) (249 £ 11)
S7 (0.52 + 0.04) (0.57 £ 0.03)
S8 (0.35+ 0.05) (2.99 + 0.07)

N.D.: No detectable.
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Ademés, se determind € contenido de Nitrogeno de algunas de estas muestras de
agua después de aplicar € tratamiento Kjeldahl. Los resultados de la Tabla 76 muestran
la presencia de dos grupos de muestras.

- Por una parte, las muestras cuyo contenido de Nitrégeno es € mismo antes y después
del tratamiento Kjeldahl (como es el caso de las muestras S6 y S7). Lamuestra S6 se
analizé ademas por los métodos de Nessler y oftaldialdehido/N-Acetil-L-Cisteina
(OPA/NAC) para amonio que se desarrolla en e Punto 2.1.2.1 del Capitulo 2
Resultados de esta Tesis (Apéndice 4, [55]), y después del tratamiento Kjeldahl, las
concentraciones halladas fueron: (180 + 3, n=3) y (166 = 3, n=3) mg/L N para los
métodos de Nesder y OPA/NAC respectivamente. En este tipo de muestras, €
tratamiento de Kjeldahl podria haberse sustituido por la aplicacion sencillay directa
del sistema FIA presentado en este trabgo.

- Por otra parte, las muestras que presentaban concentracion de Nitrégeno diferente
antes y después del Kjeldahl (como es € caso de las muestras 4, S5y SB). La
muestra $4 present6 de forma directa e 60% de la sefid del N-Kjeldahl; la muestra
S5 no podia analizarse de forma directa porque presentaba un aumento de sefial
respecto a blanco como se ha expuesto previamente; y en cuanto a los resultados
para la muestra S8, las diferencias podrian explicarse debido a la presencia de
compuestos de Nitrogeno que no reaccionaban con € hipoclorito pero que se
transformaban en amonio después dd tratamiento Kjeldahl, o més probablemente
debido a la presencia de matrices organicas complgjas que se descomponian en la
digestion &cida (de forma similar a los resultados de la albdimina). Esta muestra, S8,
se analizd ademés por los métodos de Nessler y OPA -NAC paraamonio (Apéndice 4,
[55]), sendo los resultados (0.25+0.02, n=3) y (0.29+0.02, n=3) mg/L N,
respectivamente antes del tratamiento Kjeldahl, y (1.66 + 0.02, n=3) y (1.635 + 0.18,
n=3) mg/L N, respectivamente después del tratamiento Kjeldahl. Estos resultados son
bastante similares a los obtenidos con € procedimiento propuesto (Tabla 76).

Conclusiones

La respuesta de los compuestos de Nitrégeno tipo amino (-CH»-NH-) incluido €
amonio, a aplicar la metodologia propuesta dio porcentgjes de recuperacion cercanos a
100% para aminas aliféticas primarias y secundarias, poliaminas, arilaguilaminas, y para
14 de los aminoécidos ensayados. Las aminas terciarias y los Nitrogenos resonantes o los
arométicos no dieron la reaccion, y las proteinas nitrogenadas dieron recuperaciones
incompletas. Los principales interferentes de la reaccién fueron los grupos tiol, pero se
demostré que no interferian a la concentracion méxima permitida por la legidacion. De
los iones metdlicos estudiados, ninguno de ellos presentd interferencia a los maximos
niveles permitidos. El método permite hacer una estimacién del N-amino Total disuelto
en lamuestras de forma muy répida.
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Al fortificar las muestras de agua reales, no se observo efecto matriz y los
resultados obtenidos fueron exactos, con recuperaciones cercanas a 100%. L os resultados
mostrados permiten establecer que para agunos tipos de muestras € tratamiento Kjeldahl
se puede sudtituir por € sistema de inyeccion en flujo presentado en este trabgjo. Esta
opcion es muy ventgjosa dado que e méodo no requiere tratamiento de la muestra, y se
pueden procesar tres réplicas de la muestra en 1 minuto, la toxicidad de los reactivos es
bajay € méodo se puede utilizar para monitorizacion in situ.

La metodologia propuesta también puede utilizarse como dternativa para la
deteccion final del amonio después del tratamiento de digestion Kjeldahl de las muestras.
La precision del método para la determinacion de amonio fue muy buena, con valores de
%DER del 0.3-3.7% para la repetibilidad, y del 1.9% para la reproducibilidad de las
pendientes de las curvas de calibracion. Estos valores fueron similares alos valores de
precision obtenidos mediante la aplicacién del méodo de Nesser (%DER=0.4%), y
mejores que los obtenidos aplicando € método de OPA-NAC (%DER<12.5%). El
intervalo dindmico linea del méodo fue de 0.23-4 mg/L N. Para e método de Nesder,
fue de 0.66-3.88 mg/L N, y para e método de OPA-NAC fue de 0.155-1.088 mg/L N. El
limite de deteccidén acanzado con € méodo propuesto (0.07 mg/L N) fue similar al
obtenido con € método de OPA-NAC (0.054 mg/L N), y mejor que € acanzado con €
método ck referencia de Nessler (0.46 mg/L N). Larapidez del método resultd excelente
(60 muestras’/hora) comparada con los métodos de OPA/NAC (10 muestralhora) o
Nesser (6 muestras/hora).

159



REACCION DEL LUMINOL

160



Capitulo 2. RESULTADOS OBTENIDOS Y DISCUSION

2.3. REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

[1] L.Pan, JMichael Chong, J.Pawliszyn, J.Chromatogr.A, 773 (1997) 249.

[2] M.Abalos, JM.Bayona, F.Ventura, Anal.Chem,, 71 (16) (1999) 3531.

[3] C.Maris, A.Laplanche, JMorvan, M.Bloquel, Water.Sci.Technal., 40(6) (1999) 141.
[4] C.Maris, A.Laplanche, JMorvan, M.Bloquel, J.Chromatogr.A., 846 (1-2) (1999) 331.
[5] F.Sacher, S.Lenz, H.J. Brauch, J.Chromatogr. A., 764 (1) (1997) 85.

[6] HWang, JLin, X.Liu, H.S.Zhang, Anal.Chim.Acta, 423 (2000) 77.

[7] J.Verdu Andrés, P.Campins Falco, R.Herraez Hernandez, Analyst, 126 (2001) 1683.
[8] IM.You, W.J.Lao, G.JWang, Analyst, 124 (12) (1999) 17565.

[9] M. Caobo, M.Silva, J.Chromatogr. A, 848 (1999) 105.

[10] D.Sahasrabuddhey, A.Jain, K.K.Verma, Analyst, 124 (1999) 1017.

[11] M.Yamaguchi, S.Hara, JAoki, K.Y oshikuni, T.lwata, Anal.Sci., 14(2) (1998) 425.
[12] D.Djozan, M.A. Fara-Zadeh, J. High. Resolut. Chromatogr., 19 (11) (1996) 633.
[13] JVerdu Andrés, P.Campins Falco, R.Herraez Hernandez, Chromatographia, 55
(2002) 129.

[14] W.H.Matchett, W.C.Brumley, J. Liq. Chromatogr.Rel.Technal., 20 (1997) 79.

[15] N.Seiller, Handbook of derivatives for Chromatography, Jonh Wiley, New York,
1998.

[16] JM Rosdfeld., J. Chromatogr. A, 843 (1999) 19.

[17] C.Molins-Legua, P.Campins Falco, A.Sevillano Cabeza, M. Pedron Pons, Analyst,
124 (1999) 477.

[18] C.Moalins Legua, P.Campins Faco, A.Sevillano Cabeza, Analyst, 123(12) (1998)
2871.

[19] R.Herraez Hernandez, P.Campins Facd, A.Sevillano Cabeza, Anal.Chem., 68(5)
(1996) 734.

[20] D.Shangguan, Y.Zhao, H.Han, R.Zhao, G.Liu, Anal. Chem., 73 (2001) 2054.

[21] S. Meseguer-Lloret, C. Molins-Legua, P. Campins-Falco, J. of Chromatogr. A 978
(2002) 59.

[22] C.Moalins Legua, P.Campins Falcd, S. Meseguer Lloret, Chromatographia, 58
(2003) 15.

[23] C.Dodeigne, L.Thunus, R.Lgeune, Talanta, 51 (2000) 415.

[24] T.Kawasaki, M.Maeda, A.Tsuji, J.Chromatogr., 328 (1985) 121.

[25] K.Nakashima, M.Maeda, A.Tsuji, J.Chromatogr., 530 (1990) 154.

[26] S.R.Spurlin, M.M.Cooper, Anal. Lett., 19 (1986) 2277.

[27] J.Ishida, N.Harike, M. Y amaguchi, Anal.Chim.Acta, 302 (1995) 61.

[28] H.Yoshida, R.Nakao, T.Matsuo, H.Nohta, M.Yamaguchi, J. Chromatogr. A. 907
(2001) 39.

[29] J.B.Noffsinger, N.D.Danielson, Anal. Chem., 59 (1987) 865.

[30] X.Wang, D.R. Bobhitt, Talanta, 53 (2000) 337.

[31] Andrew W. Knight, Trends in Anal.Chem., 18 (1999) 47.

[32] M.Cobo, M.Silva, J.Chromatogr. A, 848 (1999) 105.

[33] C.Moalins Legua, P.Campins Falcd, A.Sevillano Cabeza, Anal.Chim.Acta, 378 (1999)
83.

[34] PJM.Kwakman, H. Kodewijn, [.Kool, U.A.T. Brinkman, G.J.De Jong,
J.Chromatogr,. 511 (1990) 155.

161



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[35] M.Tod, J.Y.Legendre, J.Chaom, H.Kouwtli, M-Poulou, R.Farinotti, G.Mahuzier,
J.Chromatogr., 594 (1992) 386.

[36] S. Meseguer-Lloret, C.Molins-Legua, JVerdu-Andrés, P.Campins-Faco, J. of
Chromatogr. A, in press.

[37] Y. Maliner-Martinez, C. Malins-Legua, P. Campins-Falco, Talanta, 62 (2004) 373.
[38] R. Weinberger, J. of Chromatogr., 314 (1984) 155.

[39] N. Hanoaka, J. of Chromatogr., 503 (1990) 155.

[40] Directiva Europea 98/83/CEE.

[41] Diaz-Santos S.A. Métodos Normalizados para € andlisis de agues potables y
residuales. 17 Ed.1992. Apha-Awwe-WPCF

[42] H.Hara, A.Motoike, S.Okazaki, Anal.Chem., 59(15) (1987) 1995.

[43] H.Hara, A.Motoike, S.Okazaki, Analyst, 113(1) (1988) 113.

[44] F.Cafete, A.Rios, M.D.Luque de Castro, M.Valcarcel, Analyst, 113 (1988) 739.

[45] M.Menezes-Santos, B.Freire-dos-Reis, H.Bergamin, N.Baccan, Anal.Chim.Acta.,
261(1-2) (1992) 339.

[46] H.Shen, T.J.Cardwell, R.W.Cattrall, Analyst, 123 (1998) 2181.

[47] Z.Genfa, T.Uehara, P.K.Dasgupta, A.D.Clarke, W.Winiwarter, Anal. Chem, 70
(1998) 3656.

[48] Y .Huang, Shi-fen Mou, J.M.Riviello, J. of Chromatogr. A., 868(2) (1999) 209.

[49] J.Li, P.K.Dasgupta, Z.Genfa, Talanta, 50 (1999) 617.

[50] W.Qin, Z.Zhang, B.Li, Y.Peng, Talanta, 48 (1999) 225.

[51] JP.Hart, A.K.Abass, D.C.Cowell, A.Chappel, Electroanalysis, 11(6) (1999) 406.
[52] A. Walcarius, V.Vromman, J.Bessiere, Sens-Actuators-B, B56(1-2) (1999) 136.

[53] H.Mana, V.Spohn, Fres. J. Anal. Chem., 366 (2000) 825.

[%4] Schwarz, H. Kaden, G.Pausch, Fres. J. Anal. Chem, 367 (2000) 396.

[55] S. Meseguer Lloret, C. Molins Legua, P. Campins Falcd, Intern. J. of Environ. Anal.
Chem., 82 (2002) 475.

[56] W.J. Y ouden, Anal. Chem,19 (1947) 946.

[57] P.Campins-Falco, J. Verdu-Andrés, F. Bosch-Reig, C.Malins-Legua, Anal. Chim.
Acta, 302 (1995) 323.

[58] Instruction manual for ammonia electrode (NH3) (Mettler Toledo GmbH, Process,
Urdorf).

[59] A. Aminot, R.Keroud, D.Birot, Wat.Res. 35-7 (2001) 1777.

[60] J.P. Hart, A.K. Abass, D.C. Cowell, A. Chappd, Electroanalysis, 11(1999) 406.

[61] J. Schwarz, H. Kaden, G. Pausch, Fres. J. Anal. Chem., 367 (2000) 396.

[62] M-Mori, K.Tanaka, M.I.H.Helaleh, Q.Xu, M.lkedo, Y.Ogura, S.Sato, W.Hu,
K.Hasebe, J.Chromatogr. A, 997 (2003) 191.

[63] D.H.Thomas, M.Rey, P.E.Jackson, J.Chromatogr. A, 956 (2003) 181.

[64] H.Mana, V.Spohn, Fres. J. Anal. Chem., 366 (2000) 825.

[65] J.Li, P.K.Dasgupta, Anal.Chim.Acta, 398 (1) (1999) 33.

[66] W.Qin, Z.J.Zhang, B.X.Li, Y.Y.Peng, Talanta, 48 (1999) 225.

[67] M.Marcé, D.S.Brown, T.Capell, X.Figueras, A.F.Tiburcio, J. of Chromatogr. B:
Biomed. Sci. and Appl., 666 (2) (1995) 329.

[68] M.Cobo, M.Silva, J. Chromatogr. A, 848 (1999) 105.

[69] P.JM.Kwakman, D.A.Kamminga, U.A.Th.Brinkman, J. Chromatogr. 553 (1991)
345.

162



Capitulo 2. RESULTADOS OBTENIDOS Y DISCUSION

[70] E.Orguela, M.Silva, J. Chromatogr. A, 1007 (2003) 197.

[71] C.Molins-Legua, P.Campins-Falco, A.Sevillano-Cabeza. Anal. Chim. Acta, 378
(1999) 83.

[72] D.L. Massat, B.G.M.Vandeginste, L.M.C.Buydens, S.De Jong, P.JLewi,
J.Smeyers-Verbeke, Handbook of Ghemometrics and Qualimetrics. Part A Elsevier,
Amsterdam 1997.

[73] M. Valcéarce, S.Cardenas, M.Gallego. Trends Anal. Chem., 18 (1999), 685.

[74] M. Valcarcel, S.Cardenas, M.Gallego, Trends Anal. Chem, 21 (2002), 251.

[79] S.Igarashi, T.Nagoshi, T.Kotake, Anal. Letters, 33 (2000), 3271.

[76] L.A. Tortgada-Genaro, P.Campins-Falco, JVerdu-Andrés, F.Bosch-Reig, Anal.
Chim. Acta, 450 (2001) 155.

[77] S.Meseguer-Lloret, P.Campins-Falcd, L.A.Tortgada-Genaro, F.Blasco-Gomez,
Intern. J. of Environ. Anal. Chem., 83 (2002) 405.

[78] Y. Moliner-Martinez, S.Meseguer-Lloret, L.A.Tortgada-Genaro, P.Campins-Falco,
Talanta, 60 (2002) 257.

[79] N.W. Barnett, R. Bos, R.N. Evams, R.A. Russell. Anal. Chim. Acta, 403 (2000) 145.
[80] S. Igarashi, T. Nagoshi, T. Kotake, Anal. Letters, 33 (2000) 3271.

[81] M.A. Marina-Sanchez, M.E. Diaz-Garcia, A. Sanz-Menddl. Mikrochim-Acta, 106
(1992) 227.

[82] R. Escobar, Q.X. Lin, A. Guiraum, F.F. DelaRosa. Analyst, 118 (1993) 643.

[83] HG. Beere, P. Jones, Anal. Chim. Acta, 293 (1994) 237.

[84] R. Escobar, Q. Lin, A. Guiraum, F.F. De laRosa. Inter. J. Environ. Anal. Chem.,, 61
(1994) 169.

[85] B.Gammelgaard, Y .P. Liao, O. Jons, Anal.Chim.Acta, 354 (1997) 107.

[86] A. Economou, A.K. Clark, P.R.Fielden, Anal-Commun., 35 (1998) 389.

[87] M. Derbyshire, A. Lamberty, P.Gardiner, Anal. Chem., 71 (1999) 4203.

[88] Y. Xu, F.G. Bessoth, JCT Eijkd and A. Manz, Analyst, 125 (2000) 677.

[89] A.E. Greenberg, L.C. Clesceri, A.D. Eaton, Sandard Methods for Examination of
Water and Wastewaters, American Public Health Association, Washington D.C., (1992).
[90] M. Stoeppler. Sampling and Sample preparation, Elsevier, Berlin, 1997.

[91] E. Nakayama, K. Isshiki, Y. Sohrin and H. Karatami, Anal. Chem., 61 (1989) 1392.
[92] A.A.Alwarthan, K.A.J. Habib, A. Townshend, Fres. J. Anal. Chem., 337 (1990) 848.
[93] B. Yan, P.J. Worsfold, Anal. Chim. Acta, 236 (1990) 287.

[94] V.A. Elron, K.S. Johnson, K.H. Code, Anal. Chem., 63 (1991) 893.

[95] H. Obata, H. Karatani, E. Nakayama, Anal. Chem., 65 (1993) 1524.

[96] Z. Zhang, W. Qin, S. Liu, Anal. Chim. Acta, 318 (1995) 71.

[97] S. Hirata, Y. Hashimoto, M. Aihara, G. Vitharana-Mallika, Fres. J. Anal. Chem., 355
(1996) 676.

[98] K. Okamura, T. Gamo, H. Obata, E. Nakayama, Y. Nozaki, Anal. Chim. Acta, 377
(1998) 125.

[99] W. Qin, Z.J. Zhang, F.C. Wang, Fres. J. Anal. Chem., 360 (1998) 130.

[100] A.R. Bowie, E.P. Achterberg, R.F.C. Mantoura, P.J. Worsfold, Anal. Chim. Acta,
361 (1998) 189.

[101] S. Hirata, H. Yoshihara, M. Aihara, Talanta, 49 (1999) 1059.

[102] V. Cannizzaro, A.R. Bowie, A. Sax, E.P. Achterberg, P.J. Worsfold, Analyst, 125
(2000) 51.

163



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[103] C.A. Chang, H.H. Patterson, Anal. Chem., 52 (1980) 653.

[104] Q.X. Lin, A. Guirarum, R. Escobar, F.F. dela Rosa, Anal. Chim. Acta., 283 (1993)
379.

[105] A.R. Bowie, P.R. Fidden, R.D. Lowe, R.D. Snook, Analyst, 120 (1995) 2119.

[106] Y. Zhou, G. Zhu, Talanta, 44 (1997) 2041.

[107] H. Zamrow, K.H. Code, K.S. Johnson, C.M. Sakamoto, Anal. Chim. Acta, 377
(1998) 133.

[108] P. Campins-Falco, L.A. Tortgada-Genaro, F. Bosch-Reig, Talanta, 55 (2001) 403.
[109] F.W.Fifield, P.J.Haines, Environ. Anal. Chem., Blackie, London, 1995.

[120] N. Shakulashvili, T. Faller and H. Engelhardt, J. Chromatogr. A, 895 (2000) 205.
[111] W. Zmijewska, H. Polowska-Motrenko, H. Stokowska, J. Radioanal. Nucl. Chem.,,
116 (1987) 243.

[112] N.S. Chong, M.L. Norton, J.L. Anderson, Anal. Chem., 62 (1990) 1043.

[113] M.A. Barreiros, M.L. Carvalho, M.M. Costa, M.I. Marques, M.T. Ramos, X Ray
Sectrom., 26 (1997) 165.

[114] R. Saran, T.S. Basu-Baul, P. Srinivas, D.T. Khalthing, Anal. Lett., 25 (1992) 1545.
[115] T. Baaji, P. Chiranjeevi, G.R.K. Naidu, Anal. Lett., 31 (1998) 1081.

[116] B. Budic, Fres. J. Anal. Chem., 368 (2000) 371.

[117] K.H. Lee, M. Oshima, T. Takayanagi, S. Motomizu, Anal. <ci., 16 (2000) 731

[118] JR. Gord, G. Gordon, G.E. Pacey, Anal. Chem., 60 (1988) 2.

[119] D.F. Marino, J.D. Ingle, Anal. Chem., 53 (1981) 292.

[120] H. Sakai, T. Fujiwara, M. Yamamoto and T. Kumamaru, Anal. Chim. Acta, 221
(1989) 249.

[121] R. Ferrer, JL. Beltran, J. Guiteras, Talanta, 45 (1998) 1073.

[122] J. Amador-Herndndez, A. Cladera, JM. Estela, P.L. Lopez-Alba, V. Cerda,
Analyst, 123 (1998) 2235.

[123] F. Blasco-GOomez, F. Bosch-Reig, P. Campins-Falco, Talanta, 49 (1999) 155.

[124] M. Azubel, F.M. Fernandez, M.B. Tudino, O.E. Troccoli, Anal. Chim. Acta, 398
(1999) 93.

[125] P. Campins-Falco, L.A. Tortgjada-Genaro, S. Meseguer-Lloret, F. Bosch-Reig,
Anal. Bioanal. Chem., 374 (2002) 1223.

[126] D. Gonzdez-Robledo, M.Silva, D.Pérez-Bendito, Anal. Chim. Acta, 217 (1989)
230.

[127] P. Campins-Falco, L.A.Tortgjada-Genaro, F.Bosch-Reig, Talanta, 55 (2001) 403.
[128] R.D. Jakian, M.B. Denton, Appl. Spectrosc., 42 (1998) 1194.

[129] A. Segura-Carretero, J. Rodriguez-Fernandez, A.R. Bowie, P.J. Worsfold, Analyst,
125 (2000) 387.

[130] T.P. Burt, A.L. Heathwaite, ST. Trudgill. Nitrate: Processes, Patterns and
Management, John Wiley & Sons, New Y ork, 1993.

[131] E.-S. A. Badr, E.P. Achterberg, A.L. Tappin, S.J. Hill, C.B. Braungardt, Trends
Anal. Chem., 22 (2003) 819.

[132] K.Cameron, C.Madramootoo, A.Crolla, C.Kindey, Wat. Res., 37 (2003) 2803.

V. P. Anga, B. Bunton, J. T. Walker, B. P Malik, Atm. Environ., 35 (2001) 1949.

[133] SE.Tsouris, A.P.Mamolos, K.L.Kalburtji, D.Alifrangis, Agric. Ecosyst. & Envir.,
89 (2002) 117.

[134] SH. Ensign, M.A. Malin, Wat. Res., 35 (2001) 3381.

164



Capitulo 2. RESULTADOS OBTENIDOS Y DISCUSION

[135] V. P. Anga, B. Bunton, J. T. Waker, B. P Mdik, Atm. Environ., 35 (2001) 1949.
[136] B.M. Jones, C.G. Daughton, Anal. Chem., 57 (1985) 2320.

[137] EPA-821-R-01-004. Method, 1687. 2001.

[138] G. Alavoine, B. Nicolardot, Analusis, 28 (2000) 88.

[139] JH. Sharp, K.R. Rinker, K.B. Savidge, JAbdl, JY. Benaim, D. Bronk, D.J.
Burdige, G. Cauwet, W. Chen, M.D. Dova et d., Mar. Chem., 78 (2002) 171.

[240] A. Aminot, D.S. Kirkwood and R. Kéroudl, Mar.Chem., 56 (1997) 59.

[141] M. Kaminski, D.Jastrzebski, A.Przyjazny, R.Kartanowicz, J.Chromatogr. A 947
(2002) 217.

[142] F. Dai, V.P. Burkert, H. N. Singh, W.L. Hinze, Microchemical Journal, 57 (1997) 166.
[143] P. Campins-Faco, C. Malins-Legua, A. Sevillano-Cabeza and L. A. Tortajada
Genaro, J. Chromatogr. B, 759 (2001) 285.

[144] H.Mana, U.Spohn, Fres. J. Anal. Chem., 366 (2000) 825.

[145] A.Sevillano Cabeza, Y.Moliner Martinez, C.Molins Legua, P.Campins Falco,
Anal.Bioanal.Chem., 376 (2003) 918.

[146] J. Verdd, D.L. Massart, Applic. Spectrosc., 52 (1998) 1425.

[147] V.Centner, D.L.Massart, O.E. de Noord, S.de Jong, B.M.Vandeginste and C.Stena.
Anal.Chem, 68 (1996) 3851.

[148] J. Li, P. Purnendu, K. Dasgupta, Anal. Chim. Acta, 398 (1999) 33.

[149] D. Tang, L.Wen, P.H. Santschi, Anal. Chim. Acta, 408 (1-2) (2000) 299.

165



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

166



3. CONCLUSIONESFINALES

167



168



Capitulo 3. CONCLUSIONES FINALES

3. CONCLUSIONES FINALES

Los trabgos expuestos pretenden aportar soluciones a agunos problemas
planteados en € andlisis de aguas. Se proponen técnicas con diferentes grados de
automatizacion, utilizando diferentes fuentes de sefia y aplicadas a diferentes analitosy a
una amplia variedad de muestras de agua. Estas caracteristicas, asi como los métodos de
validacion empleados, y los pasos analiticos cuyo estudio se ha resatado en mayor

medida, sereflggan enlaTabla 77.

Tabla 77. Principales caracteristicas de |os métodos propuestos en esta Tess.

Aminas — DnsCl - off

Aminas— DnsCl - on

Aminas-DnsCl - CL

NH4" - OPA/NAC

NH," - DnsCl - CL

Cu(ll) - CL

Cr(l1)/Cr(V1)
Cr(l1y/Co(l)/Cu(ll)

Acondicionamiento

NH, -aminas/
OPA-NAC

N or ganico amino +
NH,* - Luminol (CL)

Grado de
automatizacion

Estético

x

X

x| cr(nco(n)-pLS

X

Flujo

X

X

x

HPLC-on

HPLC-off

Fuente de sefial

Derivatizacion

X([>X

X([>X

Efecto catalitico

Quenching

Sefial frente a
tiempo

Analito

Cinética

X

Flujo

Orgéanico

Inorgénico

Muestrasde
agua

AguadeRiego 1

Aguade Fuente

AguaResidual

X[ XXX

X[ X XXX

Aguade Grifo

Aguade Riego 2

XXX X XXX X

Aguadelago 1

AguadeLago 2

X[ XXX

X[ XXX XXX

AguaNatura 1

XX

AguaNatural 2

Agua Natural 3

XXX

AguaMarinal

AguaMarina 2

AguaMarina3

XX X[ [X

Estudio
especifico de
un paso
analitico

Preconcentracion

Seleccion Modelo
Calibracion

Interferencias

Derivatizacion

Proced. Kjeldah

Separacion HPLC

R. post-columna

Posible Screening

X[X|><

XX X[X| XX
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%Recuperacion | X | X [ X X | XX X
Estudio de fuentes X X
Validacion del deerror
método Mét. Referencia X X X
MRC X|X] X X
Muestrasintética X

En cuanto a grado de automatizacion, se han desarrollado métodos en estético
con deteccién QL para la determinacion de iones metalicos, o fluorescentes para la
determinacién simultanea de amonio y grupos amino primario; métodos en flujo con
deteccion QL para la deteccion de iones metélicos o del Nitrogeno organico amino +
amoniacal; y métodos cromatogréficos fuera de linea (off-line) con deteccion
fluorescente, UV o QL para la deteccion de aminas o amonio, y en linea (on-ling) con
deteccion fluorescente para la deteccidn de aminas.

La fuente de sefid normamente la proporciond un derivado del anaito, como €
derivado dansilado o € isoindol derivado de OPA/NAC. En la reaccion la determinacion
del Nitrégeno organico amino més amoniacal, e derivado formado es la cloraminag, y
efecto en la sefid es la disminucién por diminacion del hipoclorito. En otros casos, la
sefial la proporciond e intermedio de reaccion (3-aminoftalato en estado excitado)
formado gracias a la presencia del analito que actuaba como catalizador. Este es € caso
de los iones metalicos Cr(I11), Co(ll) y Cu(ll) en la reaccion del luminol. Otro tipo de
sefid medida ha sido € efecto quenching causado por € anaito sobre la reaccion
quimioluminiscente (el analito absorbe la luz emitida), como en € capitulo de la
determinacion QL del Cu(ll).

Ha habido dos tipos de variacion de sefid frente a tiempo: al medir la cinética de
la reaccion, o a hacer las medidas de inyeccién en flujo. Por otra parte, las medidas
cromatogréficas también se registraron en funcion del tiempo de retencién.

Se han anadlizado varios tipos de andlitos. organicos (aminas diféicas y
poliaminas, Nitrdgeno Organico amino) e inorganicos (Cr(l11), Co(ll), Cu(ll), NH,").
Ademas se han analizado un amplio rango de muestras de agua, abarcando una pequefia
parte de la gran variedad que podemos encontrar: Agua de riego (1 y 2 corresponden a
dos tomas de muestra en dos puntos de muestreo y dos temporadas diferentes), agua de
fuente, agua residua (procedente de una industria de pesticidas), agua de grifo, agua de
lago (procedente del Lago de La Albuferade Vaencia, 1y 2 corresponden a dos tomas de
muestra en dos puntos de muestreo y dos estaciones diferentes), agua natural (son aguas
de consumo humano: 1, 2 y 3 corresponden a diferentes marcas comerciales) y agua
marina (procedente de la costa de Vaencia 1, 2 y 3 corresponden atres tomas de muestra
en tres puntos de muestreo y dos estaciones diferentes).

L os principales pasos analiticos cuyo estudio se ha resaltado especificamente han
sido: la preconcentracion de los anditos en € caso de la determinacion de aminas
aliféticas, la sdleccion del modelo de calibracion en € estudio de la determinacion
guimioluminiscente de Cromo o en € estudio de la determinacion smultdnea de amonio
y grupos amino primario utilizando € método de OPA/NAC,; d estudio de los posibles
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interferentes en la mayoria de los méodos propuestos; e estudio de las reacciones de
derivatizacion con Cloruro de dansilo o con OPA/NAC segun € caso; € estudio de la
reaccion QL post-columna en |os capitul os de separacion cromatogréfica de los derivados
dansilados de aminas y de amonio; € tratamiento Kjeldahl de digestion de las muestras
en € caso de la medida de concentraciones totales de Nitrégeno organico amino y
amonio; y la posibilidad de adaptar e método para € screening de muestras como en €
capitulo de la determinacion QL de Cu(ll).

Por dltimo, los méodos propuestos se han validado utilizando diferentes
procedimientos. mediante estudios de recuperacion sobre muestras reales, utilizando
métodos de referencia, materiales de referencia certificados, muestras sintéticas o

mediante € estudio de |as fuentes de error, obteni éndose resultados exactos.

Las principales ventgias andliticas que presentan los métodos propuestos se
reflejan en la Tabla 78.

Tabla 78. Ventajas de los métodos propuestos (a mayor nimero de asteriscos *, mejor

condicion).
Amin
Aminas- Aminas- & NH," - NH," - Cu (1) -
DnsCl - off | DnsCl - on = OPA/NAC | DnsCl - CL CL
DnsClI - CL
Tratamientode | Preconcen | Preconcen Preconc en ] ] Ajustar
lamuestra C18 C18 cig | AlusarpH | AjustarpH |
Bajoconsumo * % * % * % *k* * % * %
dereactivos
Ingrummtac * % * % * % * %% * % * %
simple
Sdectividad s s s =02 s s
| exc =415 nm
- DER<4% | DER<11.7% | DER< 10% . . | DER<
Precision (EA) (EA) (EA) DER < 12.5%| DER < 8.6% 16%
Exactitud E=7% | E=11% | E=107% | Er<11% | E <98% (’/"1'3;‘;
éét”;'éggre] 2my/L (EA) | 15mg/L (EA) |02 mg/L (EA) 70ng/L NH,'| 8ng/L NH," | 9ny/L
Intervalo  [0.01-05mg/L| 05-225mg/L | 07-64ng/L | 025-14 [0.027-0645| 9100
Lineal (EA) (EA) (EA) mg/L NH," | mg/L NH," | nyL Cu
VdOCIdad de * * * * % * * %
muestreo
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Tabla 78 (continuacion). Ventajas de los métodos propuestos (a mayor nimero de asteriscos
*, mejor condicidn).

cr(iny Cr(1)- cr(n/Co(ll) | NHg-aminag | Namino+
crvi) | coth-Cudn -PLS OPA-NAC NH," /
Acondicionam. Luminol
e Reduccion | Acondic. &cidos No Ajustar pH Ajustar pH
lamuestra
Ba:loconwmo * % * % * k% * k% * %
dereactivos
Instrumentac. *x * % kR *Hk * %
simple
A Si, después . . . . i
Selectividad P Si, acondic. S S S
Precision DER < 12% - - - DER< 3.7 %
NHZ+ 0
Exactitud E <7% - - EEMA :;f/'o/o %Rec »100%
- 22ny/L Cr +
Limitede 70 ng/L NH,
deteccion 2ny/L 05nylL Co i 38ny/L MA L
21nyL Cu
315 my/L Cr 0.25-1.75 mg/L
ntervalo | s10myL | 28myLco | Jo0 n”g,’t S| NH,' 0250625 | 025-4mglL N
10-50 ny/L Cu mg/L MA
Vdcx:ldad de * k% *k* *k*k * % *k*
muestreo

En laestatabla, se observa que € tratamiento realizado sobre las muestras parala
aplicacion de los métodos propuestos ha sido minimo, tanto en métodos
quimioluminiscentes como en métodos fluorescentes o UV. El tratamiento realizado ha
incluido etapas sencillas como la reduccion de Cr(VI) a Cr(l11) en e punto 2.2.1.1 o la
preconcentracion en cartuchos de extraccion en fase solidaen los puntos 2.1.1.1y 2.1.1.3
de derivatizacion de aminas, requiriendo los demas métodos Unicamente €l guste del pH
de las muestras.

El consumo de reactivos fue menor y la instrumentacién mas sencilla en los
métodos estéticos respecto alos métodos en flujo o cromatogréaficos, pero a cambio en los
métodos estéticos se pierde e grado de automatizacion. Por su sencillez, hemos de
destacar € detector quimioluminiscente utilizado en € capitulo de determinacion y
screening de muestras para Cu(ll). Ademés cabe resdltar la ventgja en la sencillez de la
instrumentacion en los métodos quimioluminiscentes, puesto que los sistemas de
deteccion utilizados no requirieron fuente de excitacion.

En cuanto a la sdlectividad, los métodos propuestos resultaron selectivos para la
medida de los analitos en estudio, tanto las técnicas fluorescentes y UV, como las
guimioluminiscentes. En cuanto a las medidas de exactitud y precision, la desviacion
esténdar relativa asi como los errores relativos fueron adecuados, y similares en todas las
técnicas estudiadas.
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Los métodos quimioluminiscentes utilizados destacan sobre |os fluorescentes o
UV, en los limites de deteccion e interval os lineales a canzados. En la determinacion del
N Tota, los limites de deteccion obtenidos fueron similares utilizando la reaccion
fluorescente del OPA/NAC o lareaccion QL del Luminol. Sin embargo, S se comparan
los limites de deteccidn paralos estudios de aminas aiféticas, se observa que la deteccion
quimioluminiscente proporciond limites de deteccion del orden de 10 veces inferior. Lo
mismo ocurre a comparar los limites de deteccion obtenidos utilizando € método
fluorescente OPA/NAC o del método QL de los derivados dansilados-TCPO-H,0, parala
determinacion de amonio. El limite de deteccién alcanzado mediante la deteccion QL es
del orden de 10 veces inferior respecto ala deteccion fluorescente. Esta seria pues unade
las principal es ventajas de la quimioluminiscencia

Lavelocidad de muestreo fue mayor a utilizar métodos en flujo que no requerian
tiempo de reaccién, seguida de los métodos estéticos de tiempo de reaccién corto, y por
ultimo los méodos cromatograficos que incluian una etapa de derivatizacion ademés de
la separacién cromatografica.

Los métodos propuestos para la determinacion de aminas aiféticas presentan
ventgjas respecto a los existentes en la bibliografia. En primer lugar, € uso de cartuchos
C18 de extraccion en fase sOlida para la preconcentracion y derivatizacion de los analitos,
proporciond buena sensibilidad en unas condiciones de reaccion sencillas y rgpidas. Al
automatizar € proceso, solamente para algunas de las aminas en estudio, se mgoro la
sensibilidad, disminuyendo para otras, pero se gané en grado de automatizacion de la
técnica. Por ultimo, a acoplar e moédulo de reaccion post-columna (sistema off-line,
deteccion quimioluminiscente), se megjoré la sensibilidad en todos los casos, y S se
comparan los limites de deteccién alcanzados mediante esta técnica, con los publicados
en la bibliografia reciente para otros métodos fluorimétricos o UV (Tabla 5, Apéndice 3),
se observa que los limites de deteccion acanzados son mejores.

El méodo fluorimétrico de OPA/NAC propuesto para la determinacion de
amonio presentd ventgjas frente d méodo de referencia de Nesser y e méodo del
electrodo selectivo (Tabla 8, Apéndice 4). El intervalo dindmico de concentraciones fue
maés corto, pero € limite de deteccion acanzado fue menor, del orden de 0.07 mg/L. La
reproducibilidad fue similar para los tres méodos, € método del electrodo selectivo
presentd interferencia de aminas con sefial no aditiva, mientras que € método de Nesdler
y e de OPA/NAC al &= 415 nm, fueron selectivos para amonio. En cuanto alos costes,
el método del electrodo selectivo era €l méas barato, y en cuanto a larapidez, la vel ocidad
de muestreo fue mayor para los métodos del eectrodo selectivo y de OPA/NAC. El
método quimioluminiscente propuesto posteriormente, ademas de mejorar la sensibilidad
y selectividad en la determinacidn de amonio, es novedoso, pues aungue la reaccion entre
los compuestos de nitrégeno y €l cloruro de dansilo es bien conocida, esta reaccion no se
habia aplicado todavia a la determinacion de amonio.

La marcada tendencia de la Quimica Andlitica hacia € desarrollo de sistemas de

screening, cuyas caracteristicas de sencillez en la instrumentacion, y rapidez en la
respuesta los hacen Optimos para seleccionar entre un conjunto de muestras, agquellas

173



Capitulo 3. CONCLUSIONES FINALES

cuyo contenido en un determinado analito sea superior a un nivel determinado (el
marcado por la legidacion, € cliente, etc.), se reflgja en e trabgjo desarrollado en €l
Apéndice 6, en & que se desarroll6 un sistema de screening de muestras para Cu(ll). En
este trabgo, no se pretende alcanzar la maxima sensibilidad posible megorando los
trabgos presentados en la bibliografia, Sno presentar un sistema de screening con las
caracteristicas adecuadas para discriminar entre un conjunto de muestras cuyo contenido
de Cu(ll) esté por encima o por debgo del limite legidado (50 ng/L) en buenas
condiciones de reproducibilidad y fiabilidad.

Al aplicar la reaccion quimioluminiscente del luminol en la especiacion de
Cromo, se acanzo la misma sensibilidad que con otros métodos espectrofotometria,
fluorimetria, fluorescencia de rayos X, espectrometria de absorcién atdémica,
espectrometria de emision atdmica, cromatografiay métodos el ectroquimicos entre otros)
utilizando esta técnica de menor coste. Se puede utilizar € vaor de la pendiente del
MQOSA para garantizar la ausencia de errores del método dada su robustez. Por otra parte,
en la bibliografia no existen referencias que estudien la influencia de las condiciones de
acondicionamiento de las muestras en la sefial quimioluminiscente. El estudio de la sefia
quimioluminiscente directa producida por la reaccion del luminol-per6xido de hidrogeno
catalizada por iones metalicos como Cr(I11), Co(Il), Fe(ll), Fe(lIl), Ni(ll) y Mn(ll) en
funcion del protocolo de acondicionamiento de la muestra (sin acidificar o acidificadas
con HCI o0 HNOs;, en presenciay ausencia de EDTA, en estético y en flujo), permitié
seleccionar las condiciones para la determinacion selectiva de Cr(lll) o para la
determinacion total de Cr(l11), Co(ll) y Cu(ll). Ademés por primera vez se han aplicado
los perfiles intensidad-tiempo descritos por la reaccién del luminol/H,O, catalizada por
Cromo o Cobadto en estatico, en caibracion multivariada para € andisis
quimioluminiscente simultaneo de dos especies.

El méodo OPA/NAC permitid la determinacion ssmultanea de amonio y grupos
amino primario por caibracion bivariada o multivariada libre de errores sistematicos con
resultados similares, siendo un buen indicador de cuando € tratamiento Kjeldahl falla. El
método quimioluminiscente para la determinacion del nitrGgeno organico amino y
amoniacal, permitio utilizar una misma curva de cdibrado para un gran nimero de
compuestos de nitrogeno. El Nitrégeno organico disuelto y € amonio pueden deducirse
de forma muy répida, y para agunos tipos de muestras, € tratamiento Kjeldahl se puede
sustituir por € sistema de inyeccion en flujo presentado. Esta opcidn es muy ventgjosa,
puesto que la toxicidad de los reactivos es bgja 'y € método se puede utilizar para
monitorizacion in situ. La metodologia propuesta también puede utilizarse como
dternativa para la deteccion fina del amonio después del tratamiento de digestion
Kjeldahl.

Resumiendo, y de acuerdo con los objetivos especificos marcados en la Pag. 4,
esta Tesis contribuye a

1. Mgorar e andlisis de screening de aminas diféticas en muestras de agua de
diferente naturaleza 'y disminuir sus limites de deteccion.
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2. Disminuir los limites de deteccién de amonio en aguas e incrementar |a exactitud
de su determinacion.

3. Contribuir a conocimiento de los métodos de screening de muestras,

4. Megorar laexactitud de la determinacion de algunos iones metélicos controlando
los errores sisteméticos y la especiacion de Cr(VI) y Cr(l11).

5. Contribuir a estudio del Nitrogeno Organico disuelto.

Y todo €llo teniendo como marco € profundizar en € desarrollo de los métodos
quimioluminiscentes.
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SUGERENCIAS PARA TRABAJOS FUTUROS

Sin duda la continuidad del trabagjo realizado en esta Tesis, seguiria las tendencias
actuales de la Quimica Anditica. En € caso de la derivatizacion de aminas o de amonio
con separacion cromatografica 'y reaccién quimioluminiscente postcolumna, la siguiente
fase seria la automatizacion completa dd sistema, minimizando asi los errores
experimentales debidos a operador.

También existe una marcada tendencia en Quimica Andlitica hacia la
miniaturizacion de sistemas, que aportaria las ventgjas del minimo consumo tanto de
reactivos como de muestra. Esta seria otra de las propuestas tanto para la deteccion de
Cr/Co utilizando las reaccion del Luminol/H,O,, como para la deteccion del Cu(ll)
utilizando la reaccion del TCPO/H,O,/Coproporfirina |. También cabria la posibilidad de
la miniaturizacion de los sistemas cromatograficos para la deteccién de aminas aliféticas
0 amonio, tema prioritario en @ grupo para € que se ha conseguido financiacion
(BQU2003-6138).

Por ultimo, € disefio de sensores es otro campo de interés en crecimiento. Existe
una ausencia de sensores adecuados para la monitorizacion en tiempo redl y en linea. En
este sentido € desarrollo de sensores quimioluminiscentes seria otra aternativa para
trabgjos futuros, tendiendo a una mejora en cuanto a las propiedades de emplazamiento,
principio de muestreo, tratamiento de la muestra, nUmero de medidas, necesidad de
suministros o intervalo de servicio.
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SELECTIVE CHEMILUMINESCENCE DETERMINATION OF AMMONIUM
INWATER BY HPLC
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ABSTRACT

A selective and sensitive method has been developed for liquid chromatographic
determination of ammonium in water samples. Analyte is solution pre-column derivatized
with Dansyl Chloride. Optimal solution derivatization conditions have been established.
The dansyl derivative is chromatographied and post column mixed with peroxyoxalate
(TCPO) and HO; in order to perform chemiluminescence detection. Detection limit
achieved is 8 pg/L and linear response from 0.027 to 0.750 mg/L of ammonium. Under
optimum chromatographic conditions, ammonium ion was determined within 2.4 min.
The method is fast, and near 10 derivatized samples can be measured per hour. No
interference of amines has been obtained. Accuracy studies gave % relative error below
9.8%, and precision studies gave %RSD between 2-8%. The method has resulted reliable
for amine and ammonium screening and quantification of ammonium in different kind of
water samples: bottled, tap, lake, fountain, irrigation, residual and sea. Only matrix effect
was found in sea water samples. The method was aso applied to several samples after
applying Kjeldahl treatment in order to obtain values of Total Kjeldahl Nitrogen.

Keywords. ammonium, water samples, dansylation, post-column chemiluminescence,
HPLC, Total Kjeldahl Nitrogen.

* Correspondence author. E-mail address: pilar.campins@uv.es (P.Campins).
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INTRODUCTION

Ammonium is one of the most widely used industrial chemicals. The principa
uses of ammonia are direct-application fertiliser, conversion to other chemical fertilizers,
fibres, explosives, plastics, and anima feeds. It is aso used as food additive, in
insecticides, in the manufacture of household detergents and cleaners, and as a major
commercia refrigerant [1]. It is the most serious pollutant causing eutrophication of
agueous environments. Although ammonium is an important link in the nitrogen cycle of
aguatic systems, its determination is still a delicate task. Its concentration in water
systems is regulated by legidation to guarantee the qudity of the water supplied for
human consumption, being the limit (parametric value) established in 0.5 mg/L , and 2
mg/L when we are taking about Total Kjeldahl Nitrogen [2]. The performance
characteristic of the method of analysis is also specified in the legidation, it has to be
capable of measuring concentrations equal to the parametric value with trueness,
precision and limit of detection of 10 % of the parametric vaue [2].

The reference methods for ammonium determination include wet technique such
as trimetry, colorimetry (Nesserization, Phenate or automated phenate) or ammonia-
selective electrode [3]. These methods suffer from several chemica interferences, can
require distillation step and often offer lack of sensitivity [4-7].

In order to improve selectivity some procedures have been described in the
literature in which a ion chromatography was applied. In these papers a weakly basic
anion-exchange resin column [8] or high capacity cation exchange column [9], have been
used to separate ammonium to the other inorganic cations or/and aiphatic amines which
can be present in water samples.

A  number of methods exit for measuring ammonium  with
Orthophthaldialdehyde (OPA)-derivatization reactions, such as OPA -sulphite reagent [5]
or more recently OPA- tioglycolate [10] and OPA-NAC [4] by forming fluorescent
derivates. Background fluorescence from naturally occurring organic compounds may not
be negligible in some fresh waters and then the results obtained by the methods could be
biased [5].

Chemiluminescence procedures have aso been developed for ammonium
determination [11-12], due to its high sensitivity, rapidity, simplicity and feasibility. The
reagent mainly used is luminol combined with hypochlorite and the procedures are
systems of flow injection anaysis (FIA), not being described its application by HPLC in
order to improve selectivity.

Despite the known reaction between nitrogen compounds and dansyl chloride
reagent (Dns-Cl), the reaction has not been applied to the quantitative determination of
ammonium ions with fluorimetric nor postcolumn chemiluminescence generation ( with
reagents such Bis-(2,4,6-trichlorophenyl)oxalate, TCPO) detection systems. However,
dansylation has been widely used for the determination of analytes such as biogenic
amines in plants [13] as low-molecular-mass amines applied to water samples [14-16],
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phenols in surface waters [17], phenoxyktype N-methylcarbamate pesticide residues in
fruit juices [18] and amphetamines in urine [19-20].

Based on our experience in the derivatization of amine compound with Dns-Cl
and TCPO post-column chemiluminescence generation [16, 19-20], in this work, a fast,
sensitive and selective method, has been developed for the screening and quantification of
ammonium in water samples at low concentration level. The solution derivatization of
ammonium in the sample with dansyl chloride reagent was studied, followed by HPLC in
order to separate ammonium signal from other nitrogen-compounds response.
Optimization of the separation on a C18 analytical column and postcolumn mixing with
TCPO/H,0, was carried out. A screening procedure for aliphatic amines and ammonium
in water samples of different nature has been developed. Ammonium determination was
carried out in different kind of samples. Moreover, the method was applied to severa
samples after applying Kjeldahl treatment in order to obtain values of Total Kjeldahl
Nitrogen.

EXPERIMENTAL
Apparatus

The chromatographic system used consisted of a quaternary pump (Hewlett
Packard Series 1050) equipped with a high-pressure six-port vave (Rheodyne model
7000). The volume of sample loop was 20 n.

The post column instrument (PCX 5100), from Pickering Laboratories (Mountain
View, CA, USA), consisted of two isocratic pumps. The chemiluminescence detector was
a Jasco CL-1525 (Ishika-cho, Hachigji-shi, Tokio, Japan) which was coupled in series
and linked to a data system Borwin-chromatography software and the interface Hercule
lite (IMBS, France) used for data acquisition and storage. The model CL-1525 detector is
equipped with JASCO’s uniquely designed coiled PTFE tube flow cell placed
inmediatelly next to a highly sensitive end-on photomultiplier. All the assays were carried
out at room temperature.

For sample Kjeldahl treatment, the Digestion Unit was a Tecator Digestion
system 6, 1007 Digestor (Hoganas, Sweden), and the Distillation Unit was a Biichi 323
Distillation Unit (Switzerland).

Reagents

All the reagents were of analytical grade. Stock standard solutions of ammonium
were prepared by dissolving ammonium chloride (Probus, Barcelona, Spain) in nanopure
water (1000 mg/L). Acetonitrile (J.T.Baker, Deventer, Holland), Tetrahydrofuran (Fluka,
Steinheim, Switzerland), Methanol and Acetone (Scharlau, Barcelona, Spain) were of
HPLC grade. Methylamine (MA), Ethylamine (EA), N-Propylamine (N-Pra), Butylamine
(BA), Dimehylamine (DMA), Diethylamine (DEA), Pentylamine (PeA), Hexylamine
(HA) and Dansyl Chloride (Dns-Cl) were obtained from Sigma (St.Louis, MO). TCPO,
bis (2, 4, 6trichlorophenyl oxalate), tetrahydrofuran and Imidazole (99%) from Fluka
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(Steinheim, Switzerland), and H,O, (30%), sodium carbonate and sodium hydroxide from
Merck (Darmstadt, Germany) were also used.

Sodium thiosulphite and potassium sulphate from Prolabo (Fontenay, France),
sodium hydroxide, sulphuric acid and sodium carbonate from Merck (Darmstadt,
Germany), and red mercury oxide from Panreac (Barcelona, Spain) were used for sample
Kjeldahl treatment.

Columns and Mobile-Phases

A LichroCART RP 18 (125x4 mm i.d., 5 mm particle f) (Merck, Darmstadt,
Germany) column was used for separation of ammonium derivative from reagent excess
and from other nitrogen-compound derivatives. An acetonitrileimidazole solution (1
mM, pH=7.0) (50:50 v/v) mixture in gradient elution mode was used as eluent at flow
rate of 1 ml/min.

The mobile phase gradient used was the following: gradient elution mode 1
acetonitrilesimidazole 50:50 at zero time, 70:30 at 6 min, and 50:50 at 7 min. When
amine standards were studied, the gradient elution mode was extended in order to assure
the elution of all amine derivatives following the gradient elution 2 established in our
previous studies [15] : acetonitrilesimidazole 50:50 at zero time, 90:10 at 9 min, and 50:50
a 10 min.

All the solvents were filtered with a 0.45 mm nylon membrane (Teknokroma,
Barcelona, Spain) and degassed with Helium before use.

Preparation of solutions

Standard solutions of ammonium were prepared by dissolving the pure
compounds in water (1000 ng/ml). Working ammonium solutions were prepared by
diluting the standard solutions in water. Dns-Cl 5 mM solution was prepared by
dissolving the pure compound in acetonitrile. All solutions were stored in the dark at 4
°C.

Solution derivatization of ammonium

Ammonium was derivatized according to the method described by Marce et al.
[13] with some modifications. To 1.55 ml of ammonium standard, 0.05 ml of 200 mM
carbonate buffer (pH 9), 0.28 ml of acetonitrile and 0.12 ml of 5 mM dansyl chloride (in
acetonitrile) were added successively, and the mixture was incubated at 70 °C for 10 min.
An diquot (20 m) of the solution was injected into the HPLC system.
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Post-column generation of chemiluminescence

H.O, (11 mM, prepared in acetonitrile) and TCPO (25 mM, prepared in
acetonitrile:tetrahydrofuran (75:25)) were used as post column reagents.

The post column system was running continuoudly during al runs at a flow rate
of 0.35 ml/min, with TCPO (pump 2) and H,O, (pump 3) (see the assembly on Figure 1).
The dansyl derivatives, previoudy separated in the analytical column, were transferred to
the post column system, where the intermediate generated from the TCPO and H,0O,,
served to excite the derivative so that it could undergo chemiluminescence emission. The
distance between the reagents confluence and the detector was a tube of 5 cm (i.d. 0.508
mm). This was the minimum possible distance in the assembly.

w TCPO 2.5 mM Hydrogen
0.35 ml/min peroxide 0.011
Pump 2 M, 0.35 ml/min
Sample Pump 3
Analytical column ‘

Acetonitrile : Imidazol

buffer pH 7

Gradient elution mode

1 ml/min

Pump 1

Chemiluminometer

Post-column system

FIGURE 1. Assembly used for separation of dansylated ammonium and on-line post-column
chemiluminescence detection.

Selectivity

Severa adiphatic amines were derivatized following the same solution
derivatization conditions as for ammonium determination but using gradient elution mode
2. Standards of 0.1 and 0.3 mg/l of MA and DMA, 0.2 and 0.6 mg/l of EA, 0.3and 0.9
mg/l of N-PrA, BA, PeA and HA, and 0.5 and 1.5 of DEA were analysed.

Analysisof real water samples

The method was tested in real water samples of different origin and with
unknown ammonium concentration. The environmental water samples were named as
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bottled water (S1), tap water (S2), fountain water (S3), irrigation ditch water (S4)(S5)
lake water (S6), sea water (S7) (S8) (S9), residua water from a factory (S10). Water
samples were collected, filtered through 0.45 mm and acidified to pH 2 with HCI.
Previoudly to the analysis, the samples were akalised with NaOH to pH 6-7.

Depending on the ammonium concentration in the sample, sample volumes
ranged between 0.15 to 1.5 ml were taken. For bottled, tap, irrigation ditch and sea water
1.5 ml samples were processed. Lower volumes were taken for fountain (0.643 ml) and
lake water samples (0.188 ml). For residual water sample 0.12 ml of 1:10 sample dilution
was employed. The samples were aso spiked with known amounts of the stock standard
solutions of ammonium to give added concentrations of 0.15 and 0.3 mg/L. In al cases
the volume of sample or sample plus spike was completed if necessary to 1.55 mL with
deionized water.

These volumes were processed according to the procedure described above for
standard solutions.

Kjeldahl treatment

Kjeldahl treatment was applied to 100 ml of fountain water (S3), irrigation ditch
water ($4), lake water (S6) and sea water (S9). For the application of Kjeldahl treatment
[21], 6.7 g of potassium sulphate, 0.52 g of red mercury oxide and 10 ml of concentrated
sulphuric acid, were added to 100 ml of sample in a digestion tube. Then, the tubes were
placed on Kjeldahl digestor, which was previoudly heated at 370°C. Heating was running
until white fumes appeared and then, digestion continued for 30 minutes more. After that,
digestion residue was cooled and diluted up to 100 mL with nanopure water. Distillation
was performed by adding 35 ml of distillation reagent (25 g of sodium thiosulphate ad
500 g of sodium hydroxide diluted up to 1L with nanopure water). Distilled ammoniawas
picked up on 25 ml of 0.04 N sulphuric acid until 80 mL. This solution was adjusted to
pH 67 and diluted up to 100 mL. 1.55 mL of the resulted solution were processed
according to the procedure described above for standard solutions.

RESULTSAND DISCUSSION
Optimization of precolumn ammonium dansylation

Ammonium was derivatized according to the conditions established by Marcé et
a.[13] for polyamines, with some nodifications. For establishing the optimal conditions
the dansylated derivatives were injected in the HPLC systems and the post column
chemiluminescence generation with TCPO was performed according to the procedure
described by our research group for aliphatic amines [16] (see experimental section and
Figure 1) in order to register the chromatograms. The dansylated ammonium eluted at
2.4 min (Figure?2).
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FIGURE 2 Chromatograms corresponding to a blank reagent and standard solutions of
ammonium of 0.19 mg/L.

The chromatogram corresponding to the blank solution presented a peak at the
same retention time than ammonium peak which was dependent on the amount of solvent
(acetonitrile 1, Scharlau) used in the reagent solution. Different gradient elution modes
were assayed in order to separate the two peaks, and also a precolumn filled with CN,
C18, SCX or SAX packing, was inserted by means of a switching valve, but no
separation was obtained, so it was deduced that the blank peak was due to pollution of
organic solvent with ammonium.

Therefore, other solvents were tested: acetone, acetonitrile 2 (J.T.Baker),
tetrahydrofuran (THF), and methanol. The reagent mixture contained 0.9 mL of solvent
(0.72 mL plus 0.18 mL of the reagent solution of Dns-Cl 5 mM), 0.2 mL of 100 mM
carbonate buffer (pH 9) and 1 mL of nanopure water or ammonium standard.

Although with solvents like methanol or THF no significant peak appeared for
the blank at ammonium retention time, they were not appropriated due to in methanol the
post-column reaction efficiency decreased and in THF the dansylation reaction did not
take place. Acetone presented similar efficiency to acetonitrile 1, but the blank peak was
also significative. In acetonitrile 2 (J.T.Baker), no significative peak appeared for blank
register, and the signal for ammonium was good. According to these results, acetonitrile
from J.T Baker solvent was selected for further experiments. Then, several volumes of
the selected solvent were assayed. Figure 3 shows the influence of solvent volume on the
blank signal. The presence of 0.4 mL of acetonitrile in the reaction mixture was selected
as optimum due to provided the lowest blank signal without losing in ammonium
response.
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FIGURE 3. Influence of solvent volume, employed in the reaction derivatization with dansyl
chloride (Conditions. DnsCl 0.45 mM), and reagent concentration (Dns-Cl) (Conditions:
Acetonitrile Volume 0.4 mL) on the blank signal.

The reagent concentration (Dns-Cl) in the mixture reaction was dso studied in
the range 0.15-0.75 mM maintaining constant the acetonitrile volume at 0.4 mL. 0.3 mM
was chosen as optimum reagent concentration because provided a low blank signa
(Figure 3) without losing in ammonium response.

According to these results the optimal conditions were those shown in Table 1. In
this table are compared the conditions established by Marcé et a.[13] and those
optimized in this paper, as can be seen the origina procedure has been smplified in order
to make it quicker.

TABLE 1. Comparison of the derivatization procedure for solution derivatization according
to Marcé et al and for that proposed in this paper.

Marcé et al. Procedure[13] Procedure optimized in thiswork

200 i L sample/standard + 40 iL internal 1.55 mL sample/standard + 50 iL carbonate
standard + 200 iL saturated sodium carbonate | buffer 0.2 M pH 9 + 400 iL DnsCl 1.5 mM in
+ 400 iL DnsCl 5 mg/ml in acetone acetonitrile

Incubate in the dark overnight at room
temperature or for 10 min at 70°C
Add 100 iL of proline solution (100 mg/ml)
and incubate in the dark for 30 minutes
Extract dansylated polyaminesin 500 iL of
toluene and mix for 30 seconds
Remove 400 iL of organic phase, dry, and
redissolve with 800 iL of acetonitrile
Pass the sample through a 0.45 im pore size
syringefilter
Inject 20 iL onto the HPLC system

Incubate 10 minutes at 70°C

Inject 20 i L ontothe HPLC system
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Analytical performance characteristics

Table 2 shows the cdibration graph obtained in the best conditions. Good
linearity was obtained between 0.027-0.75 mg/L of ammonium and the detection limit
established as the concentration required to generate a signakto-noise ratio of 3, was 8
Mg/L. The chromatogram corresponding to detection limit appears in Figure 4. The
achieved detection limit is far away from legidation limit established (0.5 mg/L for non
digested samples, and 2 mg/l for samples treated by Kjeldahl method).

TABLE 2. Equations of the calibration graphs obtained in several conditions. The analytical
signal used was peak height, except (*) where area instead of height was employed.

. Dns-Cl

(1]

0.15

(n, re,

(5, 0.9814,9)

Calibration curve

Y:(aisa);(bisb) C

Y = (12 + 6) + (130 10 C

Linear
Interval

(mg/L)
0.28-1

Detection
Limit
(Mg/L)

60

(2]

0.3

Y=(2+7)+ (960 +3) C

(10, 0.9935, 16)
Y* = (3% 90) + (12300 + 400)- C
(10, 0.9929, 205)

0.027-0.75

(3]

0.3

5l
35d (3, 0.9998, 3)

Y = (14 5) + (930 + W) C

8 0.027-0.75

(4]

0.3

39/ (3, 0.9942, 16)

Y =(19+ 14) + (980 £ 70)- C

8 0.027-0.75

Chemiluminescence Signal

NH4-+

N-PRA + DMA

!

Time (min)

FIGURE 4. Chromatograms
corresponding to 1. blank, 2
ammonium standard of 8 pg/L
and 3: mixture of amines
Methylamine (MA) 0.1 mg/L,
Ethylamine (EA) 0.2 mg/L, N-
Propylamine (N-PrA) 0.3 mg/L,
Dimethylamine (DMA) 0.3 mg/L,
Butylamine (BA) 0.3 mg/L,
Diethylamine (DEA) 0.5 mg/L,
Hexylamine (HA) 0.3 mg/L and
ammonium (NH4+) 1.5 mg/L.
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Table 2 also reports the calibration graphs obtained by using a smaller reagent
concentration and the optimized reagent concentration in presence of different sainities.
The smaller concentration gave only 13 % of the sensibility provided by the optimized
reagent concentration. The dope values obtained for the salinities assayed were
dtatistically smilar to that obtained in absence of NaCl at 95 % confidence level. Then,
the method is not influenced by the sdlinity.

The study of interday and intraday precision at different concentrations levels can
be seen in Table 3 The method provided good precision for interday and intraday
measures independently of the concentration, with relative sandard desviation (%RSD)
between 2.6-7.2 % and 4-8.6 % respectively. So, repeatibility and reproducibility of the
method resulted satisfactory. The accuracy of the method was also tested analysing
severa standards of known concentration, and as can be seenin Table 3, the results were
suitable with relative errors (%Er) between 5-9.8%.

TABLE 3. Interday and intraday precision (%RSD), and Accuracy (%Relative error, %Er),
provided by the method for different concentrations of ammonium. n, number of standards.

Interday precision Intraday precision
NH.' (mg/l) | %RSD (n) | NH, (mg)| %RSD (n) | NH,' (mg/)] %Er (n)

015 7.2 (4) 0.11 6.2 (5) 0.028 5.8 (4)
! 0.165 8.6 (5) 0.055 5 (4)
03 2.6 (4) 0.2 4.0 (3) 0.165 5.9 (3)

' 0.5 8.4 (3) 0.193 9.8(3)

In order to study the selectivity of the method, and knowing the reactivity of
amino-compounds towards Dns-Cl reagent, amine interference was studied. Several
aliphatic amines, such as MA, EA DMA, N-PrA, BA, DEA, PeA and HA were tested.
Indeed, al these amine reacted with Dns-Cl, but their derivatives showed retention times
different of the ammonium dansylated derivative (see Figure 4. It was studied the
possibility of reagent consumption in presence of the different amines and ammonium at
concentration leve of 0.1 mg/L. The ammonium recovery in a solution containing the
amines was 89.3%. Then, no significant differences were observed when the reaction
took place in presence of dl the amines tested.

Analysisof real water samples

The proposed method was applied to the analysis of severa real water samples
(see experimental section). As an illugrative example, in Figure 5, are shown the
chromatograms in triplicate obtained for residual (A) and lake (B) water.

Spiked samples with known amounts of analytes were used to vaidate the
method accuracy. When Standard Additions Method (MOSA) was applied, Natural (S1),
tap (S2), fountain (S3), irrigation ditch 2(S5), lake (S6) and residua (S10) waters
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presented similar slopes to that obtained by the calibration graph with standards (see
Table 2 a 95 % confidence level ast tests [22] given in Table 4 show, therefore no
matrix effect was found. For sample S5 (irrigation ditch 1) both dopes, MOSA and
ammonium standard equation, were similar at 98 % confidence level. For the sea waters
only S7 provided similar dopes at 99 % confidence level, while S8 and S9 gave matrix
effect as can be seen in Table 4. When matrix effect is present, ammonium concentration
must be calculated by applying MOSA. The MOSA eguations (ordinate: a(s.), ope:b(s,),
r,n, S/x) for S8 and SO samples were : 57(5), 490(30), 0.9976, 4, 8.8 and 55(5), 320(30),
0.9707, 5, 8.6, respectively. The MOSA slopes were smaller than that corresponding to
the ammonium standard calibration graph (Table 2).

TABLE 4. t test for the comparison of the slopes of the ammonium standard calibration

graph and of the MOSA equations for all samples tested. The tabulated values correspond to
95 % confidence level except * (98 %) and ** (99 %).

Calculated | Tabulated Calculated | Tabulated
F F t t 2

S1-Bottled 3.988 17.443 | Homogenous 1.086 2.7767 Similar
variances slopes
-Tap 6.150 799.5 Homogenous 2.940 3.1824 Similar
variances slopes
S3-Fountain 3.205 864.16 | Homogenous 0.614 2.7764 Similar
variances sopes
SA-Irrigation 1.606 864.16 | Homogenous 3.540 2.7764 Similar
ditch 1 variances 3.7469* slopes
S5-Irrigation 92.003 17.443 Non 2.024 12.603 Similar
ditch 2 homogenous slopes
variances
S6-Lake 44.31 17.443 Non 1.264 12.496 Similar
homogenous slopes
variances
S7-Marine 1 223 799.5 Homogenous 3.894 3.1824 Similar
variances 5.84** slopes
SB-Marine 2 5.36 17.443 | Homogenous 5.960 2.7764 Matriz
variances 4.6041** effect
O-Marine 3 5.421 17.443 | Homogenous 8.137 2.7764 Matriz
variances 4.6041* * effect
S3- Kjeldahl 1.659 647.79 | Homogenous 0.071 4.3027 Similar
variances slopes
SA- Kjeldahl 2.378 16.044 | Homogenous 0.057 2.5707 Similar
variances slopes
$6- Kjeldahl 2.726 647.79 | Homogenous 2311 4.3027 Similar
variances slopes
0- Kjeldahl 3.409 864.16 | Homogenous 0.619 2.7764 Similar
variances slopes
S10- 1571 799.5 Homogenous 1.179 3.1824 Similar
Kjeldahl variances slopes

199



A)
©
c
2
"
3 NH4+
S
2 ‘EJ
Q
=
£ B)
=
£
]
ey
(@]
NH4+

=

[ I I I I

[0} 1 2 3 4

Time (min)

FIGURE 5. Chromatograms corresponding to water samples (in triplicate): A) Residual
water (0.12 mL of 1:10 dluted sample to 1.55 mL). B) Lake water (0.188 mL of sample to
1.55 mL).

The found spiked concentrations calculated employing the ammonium standard
calibration graph are shown in Table 5. Rdative errors in concentration were below 10.7
% in all cases except sample S7, which presented MOSA dope similar to that provided
by ammonium standards at 99 % confidence level. Chromatograms for the fountain water
fortified with 0, 0.15 and 0.3 mg/L of ammonium are shown in Figure6.

TABLE 5. Found ammonium concentration (mg/l) in the real samples spiked at different
concentration levels, assayed directly or after Kjeldahl treatment. In brackets, %Error
relative found for every sample at every concentration level.

After Kjeldahl treatment

Added NH," | Added NH,* | Added NH," | Added NH,*
0.15 mg/l 0.3 mg/l 0.15mg/l 0.3mg/l

Water Sample Found concentration (% Error) | Found concentration (% Error)

Si-Natural 0.155 (3.3%) | 0.268 (10.7%)
S2-Tap 0.141 (6%)
S3-Fountain 0.135 (9.3%) | 0.299 (0.3%) | 0.138 (8%) | 0.299 (0.3%)

S4-Irrigation ditchl | 0.145 (3.3%) | 0.268 (10.7%) 0.141 (6%) 0.278 (7.3%)
S5-Irrigation ditch2 0.135 (10%) 0.271 (9.7%)

S6-Lake 0.145 (3.3%) | 0.283 (5.7%) | 0.169 (12.7%) | 0.327 (9%)
S7-Marinel 0.189 (26 %) | 0.354 (18%)
S9-Marine3 0.147 (2%) 0.291 (3%)
S10-Residual 0.149 (0.3%) | 0.304 (1.3%) | 0.148 (1.3%) | 0.320 (6.7%)
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S3 + 0.3 mg/l NH4+

S3 + 0.15 mg/l NH4+

Chemiluminescence Signal

S3

NH4+
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FIGURE 6. Typical chromatograms for the fountain water (0.643 mL of sample to 1.55 mL)
fortified with 0, 0.15 and 0.3 mg/L of ammonium. n in the last column is the number of
solutions used for applying MOSA.

In Table 6 is described the screening response of the proposed method to all
samples assayed taking as reference the concentration limit established by legidation. As
can be seen, ammonium was found in S3, S6, S7, S8, S9 and S10, but only residua water
(S10) and Marine water (S7) exceed the limit established by legidation (0.5 mg/L). Table
6 aso shows the ammonium content found by using the calibration graph of ammonium
(see Table 2) and MOSA method providing similar results. Fountain and residual waters
were aso analysed by using OPA-NAC method [4]. The results were: 0.37(s=0.02, n=3)
and 32(s=0.4, n=3), respectively. Both values can be considered statisticaly equal (at a
confidence level of 95 % ) to those obtained by the proposed method. The quantified
ammonium in residual water should be observed with reserve due to the high dilution
carried out in the sample for both chemiluminescence and fluorescence methods.

A representative group of these samples were treated to evaluate Total Kjeldahl
Nitrogen (TKN). Ast tests given in Table 4 indicate the dope of the MOSA method is
similar to that corresponding to the standard calibration graph of ammonium. Therefore
neither of the samples presented matrix effect even sea water and the ammonium
concentration in the samples was obtained directly from the calibration graph with
standards of ammonium (T able 5). The samples were aso spiked with known amounts of
ammonium in order to validate the accuracy and the found ammonium concentrations are
shown in Table 4 As can be seen, low relative errors between 0.3 and 10.7% were
achieved.
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Ammonium concentration was higher after Kjeldahl treatment in all samples
assayed. These results are shown in Table 6. As can be seen n this Table, fountain,
resdual and lake water, gave a postive screening response, being its ammonium
concentration higher than limit established by legidation (2 mg/L).

TABLE 6. Screening response and ammonium concentration deduced on different samples
assayed.* Estimative values due to the high dilution of the sample carried out.

L egiglation | Scr in Ammonium Conc Ammonium Conc
Sample “rf]?t (rig(/)l) respeeonnsg (Cx9) (mg/) (n=3) | (Cx9) (mgl) ()
| Standard Calibration| ~ MOSA |

S1-Natural -

S2-Tap No - -
S3-Fountain 0.5 No (0.367 + 0.012) 0.347 (n=5)
SA-Irrigation - -

ditchl 05 No
S5-Irrigation - -

ditch? 0-5 No

S6-Lake 0.5 No (0.352+ 0.014) 0.378 (n=5)
S7-Marinel 0.5 Yes (3.8+£0.1) 3.108 (n=5)
S8-Marine2 0.5 No Matrix effect 0.098 (n=5)
S9-Marine3 0.5 No Matrix effect 0.147 (n=5)
S10-Residua 0.5 Yes (30+4) 30.69 (n=4)
S3 Kjeldahl 2 Yes (2.28+0.12) 2.34 (n=3)
S4 Kjeldahl 2 No (0.56 £ 0.10) 0.595 (n=4)
S6 Kjeldahl 2 Yes (3.05+ 0.13) 2.71 (n=3)
S9 Kjeldahl 2 No (0.81+ 0.08) 0.885 (n=5)
S10 Kjeldahl 2 Yes (169 + 18) 152.6 (n=4)

CONCLUSIONS

This paper studied the chemiluminescence detection of ammonium in order to
improve selectivity and sensitivity. The procedure used solution dansylation. The
dansylated derivative was chromatographed and mixed with TCPO/H,O, in order to
generate chemiluminescence.

The quantification of ammonium at low levels (0.027-0.75 mg/l) is possible with
satisfactory accuracy (errors below 9.8%) and precision (%RSD between 28.6%). The
proposed method is selective in front of amine presence in the sample and it can be
applied for the screening and quantification of ammonium in water samples, being
detectable even concentrations of 8 ng/L, which are far away from limit established by
legidation (0.5 mg/l for non-digested water samples, and 2 mg/l for samples treated by
Kjeldahl procedure).

Ammonium can be quantified from standard calibration curve for amost al kind
of waters tested: bottled, tap, lake, fountain, irrigation and residual. However, two of the
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three assayed marine water samples required the application of standard additions
method for the quantification of ammonium due to the presence of matrix effect but not
when the Kjeldahl treatment is applied.
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Apéndice 6.
TALANTA, REVISED PAPER

FI AUTOMATIC METHOD FOR THE DETERMINATION OF COPPER(II)
BASED ON COPROPORPHYRIN | - Cu(ll) / TCPO [ H0O,
CHEMILUMINESCENCE REACTION FOR THE SCREENING OF WATERS

S. Meseguer-Lloref®, P. Campins-Falcd®, S. Cardenas’, M. Gallegd® and M. Valcarcel*

*Departamento de Quimica Analitica, Universidad de Valencia, Spain
*Departamento de Quimica Analitica, Campus de Rabanales, Universidad de Cérdoba,

Span

Abstract

In this paper, an automatic method for the screening of water samples containing
Cu(ll) was proposed based on peryoxaae chemiluminescence reaction, using
Coproporphirin 1 as fluorophor compound to provide selectivity, and a smple Fl
chemiluminescence detector. FI system conditions were chosen in order to distinguish
samples over or under legidation limit established (50 ng/l), with high reliability. The
detection limit found was 9 ng/l and the linear dynamic range was from 15-125 ng/| of
Cu(ll). Repeatibility and reproducibility studies gave good precision and accuracy with
%recovery near 100%. In that conditions, the method resulted selective and only Fe(ll),
Fe(l11) and Pb(ll) could interfere, but at concentration level higher than their normal
concentration in waters. The proposed method was found to be reliable for screening
purposes and it was successfully applied to a variety of real water samples.

* Correspondence author. Tel./fax: + 34 957 218 616. E-mail address. galmeobj @uco.es
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1. Introduction

The chemiluminescence technique provides methods for trace analysis that are
atractive because of their high sensitivity and fast kinetics. This technique, combined
with FI systems provides good accuracy and precision.

Peryoxalate chemiluminescence reaction (TCPO/H.O, system), has been
extensively used in recent years for liquid chromatography of fatty acids [1], synthesis,
characterisation and analytical evaluation of oxamide reagents [2], determination of
amphetamines in urine samples [3], inmunoassays [4], detection of proteins separated by
capillary zone electrophoresis [5], resolution of carboxylic acids by HPLC [6],
determination of cholesterol [7], detection of retinoids using normalphase
chromatography [8] and the study of emission of spectroscopic properties of water
soluble porphyrins with d and f- electron metals [9, 10]. The use of porphyrins can ke
remarked by their high selectivity to metal ions[10].

Meta ions are usually introduced into water cycle by industrial dumping and
many of them present toxic effects for human life; therefore, their maximum tolerated
concentration have been fixed by legidation, being for copper(l1) 50 ngy/l [11]. In order to
control these values in real water samples, fast automatic systems are required; these type
of systems are called screening systems [12, 13], and provide a binary yes/no response
that let to distinguish samples containing Cu(ll) over or under legidation level with good
reliability, fast speed, versatility and low cost.

Igarashi et a. [10] proposed an static method for Copper (11) determination based
on coproporphyrin [-Cu(l1)/TCPO/H,O, chemiluminescence reaction. Based on their
studies, we are proposing in this paper an automatic FI method for the screening of Cu(ll)
in water samples.

2. Experimental

2.1 Apparatus

Flow injection chemiluminescence measures were carried out with a FireFly
Chemiluminescence Detector (Globa FIA Inc. P.O. Box 480, Fox Isand, WA 98333)
designed speciadly for use in flow through systems. Light generated in a liquid core
waveguide isinternaly reflected and transmitted to a small but powerful photo multiplier.
FI registers were monitored by an Hercule Lite-Chromatography interface connected on
line to a persona computer.

The flow system consisted of two Gilson Minipuls 3 peristaltic pump furnished
with poly(vinyl chloride) pumping tubes, two Rheodyne (Cotati, CA) 5041 injection
vaves, PTFE tubing of 0.5 mm i.d., and a water bath provided by a heater magnetic
stirrer (Raypa, Spain).
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Static chemiluminescence measures were registered with a Jasco FP-750 (Tokio,
Japan) fluorescence spectrophotometer. For the kinetics measure, the light emission was
monitored a 622 nm. The chemiluminescence was measured with a 1 cm path length
quartz cell and the last reagent (H,O,) was injected using a Hamilton Digital syringe
(Nevada, USA).

2.2. Reagents and standard solutions

All chemical reagents were of analytical grade or better. Copper (1) sulphate
pentahydrated, hydrogen peroxide 30%, nitric acid (Trace pur) 69% and sodium
carbonate were purchased from Merck (Germany); coproporphyrin | dihydrochloride was
from Aldrich Chemistry (Germany); Bis(2,4,6.trichlorophenyl) oxalate (TCPO) (Fluka
Chemika, Switzerland) was prepared in tetrahydrofuran (Scharlau, Barcelona, Spain) :
acetonitrile (J.T.Baker, Holland). Hexadecyltrimethylammonium chloride 25% (CTAC)
(Fluka Chemika, Switzerland) was prepared in 0.1 M pH 7.4 sodium tetraborate
decahydrated (Panreac, Barcelona, Spain); ammonium acetate was also from Panreac
(Barcelona, Spain). Metal interference solutions were prepared from nitrate or chloride
salt (Probus, Spain).

2.3. Sanplepreparation

5 ml (for Sample 1, 2, 3, 4), 9 ml (for Sample 5) or 3.65 ml (for Sample 6) of
water samples were added to 0.25 mL of borax buffer 0.2 M pH 7.4 and 0.1 ml of 10* M
coproporphyrin | and diluted up to 10 ml. Sample 1 was a synthetic natural water sample,
prepared carrying 26.7 mg/l of Ca(ll), 106.5 mg/l of bicarbonate, 4.3 mg/l of Mg(ll), 5
mg/l of Chloride, 12 mg/l of sulphate and 1 mg/l of fluoride.

For Standard Reference Material SRM® 1640, 3.72 mL of SRM® containing 85.2
my/l of Cu(ll) (Reference value), were added to 0.1 ml of 10* M coproporphyrin | and 1.9
ml of ammonium acetate 1 M. The pH was adjusted to 5.35 and the mixture was diluted
up to 10 ml.

Water samples were measured directly and fortifying sample with 31.77 ng/l of
Cu(ll) for S1, S2, S3, $4 and SRM; and with 50 ngy/l for S5 and S6.

2.4. Screening procedure

In order to analyse copper (I1) in waters, a Fl automatic system was employed. It
can be seen in Figure 1. Two peristaltic pumps were used. Pump 1 consisted of two
carrier streams; in one of them, standards from 15 to 125 pg/l of copper (I1), 10°M in
coproporphyrin | a 2.2 ml/min, pass through a 400 i reactor on a water bath at 100 °C
where flow was stopped for 5 min. After that, flow was started for 25 seconds in which
sample was cooled passing through one reactor of 200 m and mixed with the other
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CTAC/H,0, stream (at 0.7 ml/min) in the second 200 m cail to fill the 50 M sample loop.
Pump 2 consisted of two water carrier streams. One of them at 5 ml/min passes through
sample loop(IV3), and the other at 2.9 mi/min passes through TCPO loop(IV,), previously
filled by means of a syringe. Injection valve positions were activated manualy. When
injection valves were in position 1 (loading), only nanopure water was reaching the
chemiluminescence detector. Both injection valves must be switched to position 2
(injection) at the same time, in order to allow both sample and reagents plugs reaching
detector simultaneoudly. The height of the FI signal obtained must provide the binary
(yes/no) response.

FIGURE 1 FI system designed for the screening of water samples for copper (1) using a
guenching chemiluminiscence determination. |V, injection valve; CLD, chemiluminiscence
detector.

PUMP 1
(ml/min)
CTAC10“M |07
H,0, 0.7 M o
Water bath 200 ni
Standard/Sample | 2.2 100°C r.
(10°°M Porphyrin) \I\N\H
400m 200 m L=12cm
H,O 5
CLD
H20 2.9 L=7.5cm
PUMP 2
(ml/min) TCPO

3. Resultsand discussion
3.1. Checking the FireFly Chemiluminescence Detector

The detector was checked following the FI procedure described by L.A. Tortgjada
et a. [14] for Cr(l11)/luminol/H,O, reaction. Table 1 shows log-log calibration curves and

detection limits obtained by this investigation group in recent publications [14, 15, 16]
using a Hitachi 4500 spectrofluorimeter and the same obtained with this new detector.
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TABLE I

Comparison  of

chemiluminescence reaction.

sensitivity  of

detectors

Cr(l11)/luminol/H,0,

[14] (1.91+003) | (1.19 + 0.03) Hitachi F4500
[15] (197 +007) | (1.25+ 0.07) Hitachi F4500
[16] (1.84+003) | (1.16 + 0.03) 1.6 Hitachi F4500

Thiswork | (1.04+0.06) | (1.25 + 0.06) 1.4 FireFly CLD

3.2. Optimization of the flow system

Emission chemiluminescence spectrum was obtained for a blank solution
following static conditions (1.12 mM coproporphyrin 1, 0.0096 M CTAC, 1.795 mM
TCPO and 0.743 M HO,). In Figure 23) it can be seen that there is an emission
maximum at 622 nm. Reaction kinetics curve at 622 nm was also obtained. Figure 2b)
shows that the kinetics of this reaction was very fast, it took place in about 10 seconds.

FIGURE 2 a) Emission chemiluminescence spectrum for a blank. b) Reaction Kinetic curve.
Conditions: 1.12 10°M coproporphyrin I, 0.0096M CTAC, 0.743 M H,0,, 1.795 mM TCPO.
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Optimization of the flow system was carrled out with ablank solution using only
pump 2 and injecting both coproporphyrin | 10 M/H,0, variable/CTAC variable/borax
0.1M pH 7.4 (IV4, loop 160 m) and variable TCPO (variable ratio MeCN: THF) (1V,
loop 200 m) with a syringe (see Figurel).

Table 2 shows the variables optimized, the range studied on each case and the
optimum variable selected. Firstly, the addition of CTAC was studied based on previous
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studies [10]. Hydrogen peroxide and TCPO concentrations were varied according to
recent studies of the chemiluminescence reaction [2, 10]. These two reagents must reach
the detector separately in order to achieve the maximum sensitivity.

TABLE 2: Optimization of the chemical and physical variables of the FI system.

Variable Range studied Optimum
condition

210°-9 10°M 110°M
CTAC conc
H,0O, conc 01-1M 0.7M
TCPO conc 1-10mM 5mM
MeCN:THF ratio 0%:100% — 100%:0% 75%:25%
pH 4.7-10.3 7.4
Flow rate Pump 2 10- 48 rpm 40 rpm
Loop Volume 50 -500 m 50 m
Length from injection Livicp=12-24cm Livicp=12cm
valve (IV) to CLD Livz.clo=7.5-15cm Livz-clp=7.5cm
Length liquid core 17— 50 cm 17 em
waveguide
Coproporphyrin-Cu(l1 . .
pRgacE[)iosrq time (n 1-10min 5min

TCPO reagent was prepared in acetonitrilestetrahydrofuran at different ratios
from 0:100 to 100:0. Best results were obtained for 75% acetonitrile:25% tetrahydrofuran
avoiding TCPO destruction and obtaining the best sensitivity.

CTAC/H,0O, reagent pH was studied using different buffer solutions at 0.1 M
concentration: pH 4.7 was studied in acetic/acetate buffer, pH 6.5 and 10.3 were studied
with carbonate/bicarbonate buffer and pH 7.4 was studied with borax buffer. Best results
were obtained at pH 7.4 with borax buffer.

Concerning the flow conditions, flow rate in pump 2 was varied from 10 to 48
rpm, and 40 rpm was selected as optimum, providing 5 ml/min for coproporphyrin |
stream and 2.9 ml/min for TCPO stream. Loop volume was also studied, and 50 m were
selected because signa was more reproducible and pressure problems were avoided.

Due to the fast speed of the chemiluminescence reaction, another parameters
were optimised: distance from injection valves to chemiluminescence detector and length
of the liquid core waveguide. The length from injection valves (IV,; and 1V,) to
chemiluminescence detector (CLD) (see Figure 1) was selected as the minimum possible.
This condition avoided reagent dispersion and improved sengtivity 10 times. The length
of the liquid core waveguide was also selected as the minimum possible for the detector,
and it improved the sengitivity about 2.5 times.
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With those changes, coproporphyrin | concentration could be reduced to 1- 10° M
(lower coproporphyrin concentrations did not give reaction with Cu(ll) with the
established conditions). Then, Pump 1 was added to the FI system and copper (1) was
introduced using the best conditions established for the optimisation of the Cu(ll)-
coproporphyrin reaction time in the water bath; it was studied from 1 to 10 min, and it

was observed that quenching effect was better when reaction time increased, and 5 min
were selected.

3.3. Senditivity and selectivity of the method

Cadlibration curves for Cu(ll) were obtained in different conditions of Pump 1
flow rate and reaction time. Analytical figures of merit for the conditions assayed can be
seen on Table 3. When Pump 1 flow rate was 0.7 ml/min for coproporphyrin carrier and
0.5 ml/min for CTAC/H,O, carrier, calibration curves were obtained stopping flow for 5
min in the heating bath (t;) and 2 or 5 min in the second reactor of the flow system (t,) in
order to cool the reaction mixture. Good reproducibility for the same conditions can be
observed comparing the first and second calibration curve, being %Recovery, of 97%.
Increasing t, from 2 min to 5 min, increased the sengitivity 1.65 times.

TABLE 3 Cu(ll) calibration curves and figures of merit in different conditions. (LI: linear
interval; DL: detection limit).

Voumpz (MI/Min)
(porph.carrier/ LI DL
CTAC-H,0, [ ' (my/l) | (mo/l)

n,r% syx/b

0.7/0.5 5 2 4300+ 40 | -18.3+0.7 | 0-125 17 12,0.984, 5.38
0.7/0.5 5 2 4370+ 110 | -189+13 | G-125 17 8, 0.972, 8.96
0.7/0.5 5 5 6770+ 30 | -30.7+04 | 0-125 10 5, 0.999, 1.32
2.2/0.7 4 0 3840+ 20 | -19.0+10 | 032 17 4,0.994, 1.22
2.2/0.7 5 0 4255+ 18 | -36.6+10 | 0-32 8.7 4, 0.999, 0.58
2.2/0.7 5 0 5010+ 50 | -30.7+ 0.8 | 0-100 10 10, 0.994, 2.83

When Pump 1 flow rate was fixed at 2.2 ml/min for coproporphyrin carrier and
0.7 ml/min for CTAC/H,0O, carrier, the flow was not halted in the second coil in order to
ediminate a dispersion phase. Calibration curves were obtained for t; = 4 or 5 min in the
interval 632 ny/l. Results showed that sensitivity was increased near 2 times for ;=5
min, obtaining the best detection limit at the level of 8.7 ny/l, level that was 5.8 times
lower than limit established by legidation for Cu(ll) in waters (50 ng/l). Calibration curve
was also obtained with that conditions in the range from 0 to 100 ng/l which was the
linear dynamic range because signal remained constant at higher Cu(ll) concentrations. Fl
registers obtained can be seen on Figure 3 Limits of detection, which are shown in
Table3, were caculated as 3 Syaw/b, being Syiank = 105.96 (n=9).

211



6000.00 —

O ny/l
3 31.8 ny/l
g 4000.00 —f 477 el
& e
8
c
Q
3
g 79.4 my/l
£
=
'g 95.3 ny/l
6 2000.00 —
0.00 \ | | | R . U
0.00 4.00 8.00
Time (min)

FIGURA 3. Cu(ll) calibration curve FI registers.

Repeatability and reproducibility studies were carried out for standards analysed
in triplicate. Repeatability studies were obtained for a standard of 15.9 ny/l with a %RSD
of 16%. Results for reproducibility studies were obtained for a standard of 17.3 ny/l of
Cu(ll), and %RSD was 12%. The recoveries obtained for repeatibility and reproducibility
studies were 93 % and 109 %. These values are in accordance with the required accuracy
in trace analysis.

Results obtained with the Standard Reference Materiadl SRM© 1640 analysed,
demonstrated the accuracy of the method, giving a Copper (11) concentration found of (96
+ 14) ny/l (Reference value of SRM 1640: 85.2 ny/l). The percentage of recovery was
(113 £ 17) % (n=3).

In order to study the selectivity of the method, several metal ions were studied
with this FI system. Na', Mg™*, K*, Ca®*, Ag", Mr*, Ni** and Zn?* only interfere at high
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levels, between 5 and 500 mg/l, which are not usual in water samples. Al(I11), Sn(ll),
Po(11), Hg(l1), Fe(Il), Fe(lll), Cd(1l), Cr(l11) and Co(ll) were aso studied. Their limit of
tolerance (concentration at which signal was modified more than 10%) was lower, but
this was over limit established by legidation. Only Pb(ll), Fe(ll) and Fe(lll) had their
limit of tolerance under limit established by legidation, but it was over its usua
concentration in waters. Therefore, we concluded that the method was selective to Cu(ll).
These results can be observed on Table4.

Table 4: Interference study.

Interference | Legidation Concentration in Limit of tolerance
ion limit (my/l) naturalwaters(ng/l) ng/l)

Al(I1)

Fe(IT)

Fe(l) 2ooo 5oo 2000
Sa(ln 300
=) 50 1 30
Hg(l) T 0.07 300
Cd(In) 5 0.03 30
Co(Il) 0.05 30
Cr(Im) 50 T 3000

3.4. Reliability of the screening method for Cu(l1) determination

The confidence level of the proposed sample screening system can be established
on the basis of the percentage of false positives and false negatives through a simple
chemometric study. The cut-off level was set at a concentration corresponding to two
times the detection limit (2DL). A fase positive corresponded to a water sample
containing a Cu(ll) concentration lower than the cut-off level but giving a postive
response. A false negative is obtained when a water sample with an analyte concentration
higher than that of the cut-off, provides a negative response in the detector. About 65
standards were measured at concentrations near detection limit: 0.5LD, 1LD, 1.5LD,
2LD, 3LD, 3.5LD ng/l. In Figure 4 can be seen that the percentage of false positive was
0% at 0.5DL, increasing at 9% for 1DL and 25% for 1.5DL. The percentage of false
negatives was 6% for 3DL and 0% at 3.5DL. Considering that his value was far away
from legidated value (50 ng/l), the proposed procedure can be used for the screening of
Cu(ll) in water samples.
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FIGURE 4. Reliability of the screening method. Standard solutions (n=65) of Cu(ll) at

concentration near detection limit(DL). %FP=Percentage of false positives;
%FN=Percentage of false negatives.

3.5. Application to real water samples

The method was applied to the determination of Cu(ll) in real water samples (see
Table 5). A synthetic water sample (S1), three natural water samples (S2, S3, $4), tap
water sample (Sb) and a fountain water sample (S6) were analysed and only fountain
water sample gave a positive response. The recoveries obtained for al samples
demonstrated the accuracy of the method being between 83 and 119% of recovery.

TABLE 5: Results obtained in the Cu(ll) determination in real water samples.

Screening | Conc. Found | Concentration
Cs ) | i

St r;ze“ c 3177 | 92416 ()
S2, natural water No - 3177 102 + 19 (n=3)
S3, natural water No - 3177 100 £ 13 (n=4)
A4, natura water No - 3177 117 + 7 (n=4)

S5, tap water No - 50 83+ 11 (n=3)
S6, fountain water Yes (61 +5) (n=8) 50 119+ 12 (n=3)
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4. Conclusons

The proposed method can be used as an automatic system for screening of Cu(ll)
in water samples providing good results in terms of sendtivity, repeatability,
reproducibility, precision, accuracy and selectivity. It alows filtering sample set of study
with good reliability, low cost, versatility, speed and minimization of operator errors,
providing the analytical information of client interest.
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Abstract

A method for the smultaneous determination of primary amino groups and
ammonium ion was proposed. The method is based in solution derivatization with o
Phthadialdehyde / N-acetyl-cisteine (OPA/NAC) and fluorescence measurement of the
formed isoindols. Anaytica characteristics and the description of the developed
procedure are provided. Calibration graph was obtained for ammonium (up to 1.44 mg/L
of N) and for methylamine (up to 0.282 mg/L of N) as primary amino group model
compound. Bivariate and multivariate calibration models were tested. The limits of
detection were 0.07 mg/L of N and 0.004mg/L of N for ammonium and amine,
respectively.

The procedure was first applied directly to standard solutions containing
ammonium and amine and secondly to digested solutions by Kjeldahl. The results
obtained alowed to establish if the best digestion conditions are achieved, in order to
perform the total amine conversion into ammonium.

This procedure has been aso applied to real samples (irrigation ditch water,
resdua water and fountain water) and the concentration of primary amine groups and
ammonium has been evaluated. The results obtained after Kjeldahl digestion has alowed
to estimate the total Keldahl N contained in the samples. The samples were aso analysed
by Nesder method and similar results were obtained.
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INTRODUCTION

Ammonium is a micronutrient in water systems which is an important link in the
nitrogen cycle of aguatic ecosystems. However, its determination is still a delicate task,
due to it is high susceptibility to contamination, and the classic methods does not appear
to be well controlled in many laboratories [1]. Ammonium can be found in superficial,
subterranean or marine waters at low concentrations, about 10 ng/L. Inresidua waters it
can be found at high concentrations, about 30 mg/L due to ammonification and nitrate
reduction processes. Often, it can be found together with short-chain aliphatic primary
amines (mainly methylamine) because they are widely distributed in the environment.
Aliphatic amines are used in several chemical and manufacturing industries and are aso
common components of biological systems as degradation products of organic material
such as amino acids and proteins. Besides hygienic problems due to the stinging smell,
these compounds may be hazardous to human health. In addition, they can react with
certain nitrogentcontaining compounds to form nitrosamines, which are potentialy
carcinogenic substances [2]. Consequently, there is an increasing interest in the
determination of aiphatic amines in various agueous matrices. The tolerable limits for
amines are regulated as Kjeldahl Nitrogen (which include ammonium and organic
nitrogen), being between 15 and 85 mg/L for residual waters and 1 mg/L for tap water.

Liquid Chromatography combined [3] or not with derivatization [4], is generally
used for the analysis of ammonium and aliphatic amines in agueous media. Unbiased
UV-vis or fluorimetric methods are not found in the literature, which could be used as
screening sample methods in order to reduce costs and saving time in the environmental
laboratory or in situ determinations. The Roth’s fluorimetric method [5-7] for the
determination of primary amino compounds by use of a thiol and o-Phthaldiadehyde
(OPA) as derivatizing reagents could be adapted to the determination of ammonium and
total primary amine groups. In previous studies, we have proposed the use of OPA and
the thiol N-acetyl-cisteine (NAC) reagents for the unbiased fluorescent ammonium
determination in water samples [9] exciting at 415 nm. Some advantages over anmonium
reference methods, such as Nessler reagent method or the ammonium selective electrode
method, are the lower detection limit, the absence of any systematic error and amines
interference and less toxicity of reagents. Other methods exist for measuring ammonium
with (OPA)-derivatization reactions, such as OPA-sulphite reagent [10] or OPA-
tioglycolate [11] by forming fluorescent derivatives.

Recently we have reported the determination of primary amine groups in water
samples, by performing amine derivatization on C18 cartridges and using OPA-NAC
reagents [12] and 333 nm as excitation wavelength. The response of several primary
amino groups in the OPA-NAC reaction was demonstrated similar in [12], so it was
possible to estimate the total primary amine concentration in water employing the
calibration graph of methylamine as model compound. By using this solid phase assisted
derivatization procedure, ammonia concentrations up to 1.5 mg/L was not an interference
Species.
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In this paper, however, we have studied the smultaneous determination of
ammonium and methylamine as model compound of primary amine groups by using
solution derivatization with OPA-NAC reagent, two different excitation wavelengths and
a multivariate calibration methodology. When samples are excited at 333 nm, the
determination of primary amines or ammonium can be performed measuring the signal at
440 nm. On the other hand, when samples are excited at 415 nm, selective determination
of ammonium is performed measuring at 485 nm. Also Principal Component Regression
was tested using the spectra of emission obtained exiting at 333 and 415 nm.

The method has been applied before and after Kjeldahl sample treatment, and it
can be a good indicator of the organic nitrogen present in the sample and if the Kjeldahl
procedure fails in the conversion to ammonium of the primary amine groups. The method
was applied to several red samples, and the results were compared with the Nessler
reference method, obtaining good val ues.

2.EXPERIMENTAL
Apparatus

All spectrophotometric and spectrofluorimetric measurements were made on a
Hewlet-Packard (Avondale, PA, USA) HP 8452 diode array spectrophotometer furnished
with a 1 cm path length, and Hitachi F-4500 fluorescence spectrophotometer,
respectively. The pH was measured with a Crison micropH 2000 pH-meter.

Digestion Unit for Kjeldahl treatment was a Tecator Digestion system 6, 1007
Digestor (Hoganas, Sveden), and Didtillation Unit was a Buchi 323 Distillation Unit
(Switzerland).

Reagents and standard solutions

All solutions were prepared in nanopure water and all reagents were of analytical
grade. Stock standard solutions of ammonium were prepared by dissolving ammonium
chloride (Probus, Spain) in nanopure water (100 or 1000 mg/L). Standards solutions with
variable amounts of ammonium were obtained by dilution. Methylamine (MA) solutions
were prepared in the same way.

OPA-NAC method: OPA (Fluka chemika, Switzerland)/NAC (Fluka chemika,
Switzerland) were prepared with a 1:1 ratio at 8.8mM, dissolving OPA reagent with 5%
of MeOH (Scharlau, Spain). Borate buffer (0.5 M), pH 10.8 was prepared by dissolving
an adequate amount of boric acid (Scharlau, Sapin) in water and then adjusting the pH
with NaOH (Panreac, Spain). Ethylamine (EA), N-Propylamine (N-PrA), Isopropylamine
(IPA), Butylamine (BA), Pentylamine (PeA), Hexylamine (HA), Dimethylamine (DMA),
Diethylamine (DEA), and b-Phenylethylamine (b-FEA) (Sigma, Germany) solutions at
0.75 mg/L level were prepared. Other concentrations assayed appear in the text. Mixtures
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of amines: 0.75 mg/L EA and 0.75 DEA; 0.5 DMA, 0.5 N-PrA and 0.5 IPA; 0.75 BA and
0.75 PeA; 0.75 b-FEA and 0.75 HA were also used.

Nessler method [13]: Sodium-potassium tartrate solution (Panreac, Spain) was
prepared by dissolving 50g of the compound in 100 ml of nanopure water and Sodium
hydroxide (Panreac, Spain) by dissolving 12g of the compound in 50 ml of nanopure
water. Nessler reagent (NR) was prepared by dissolving 3g of mercury chloride (Merck,
Germany) in the minimum amount of nanopure water; 10 g of potassum iodine
(Guinama, Spain) was diluted up to 50 ml, and then it was added to mercury chloride
solution until ared precipitate gopears; then the solution was decanted; 18g of sodium
hydroxide was diluted up to 100 ml and 40 ml of this solution were added to the Hgl
solution; the final solution was diluted up to 100ml.

Kjeldahl treatment For sample or standard digestion, red mercury oxide
(Panreac, Barcelona, Spain), potassium sulphate (Prolabo, Fontenay, France) and
sulphuric acid (Fluka Chemie, Steinheim, Switzerland) were used. Distillation reagent
was prepared by dissolving 25 g of sodium thiosul phate (Prolabo, Fontenay, France) and
500 g of sodium hydroxide (J.T.Baker, Deventer, Holland) together in 1L of nanopure
water.

Procedures

Sandard solutions

OPA/NAC reaction

In a quartz cuvette were placed variable volumes of ammonium and/or amine
(alone or mixed) stock solution and nanopure water if necessary up to avolume of 1 mL
, 0.1 mL of borate buffer 0.5 M (pH= 10.8) and 0.9 mL of OPA/NAC reagent. The
reaction was assumed to start after the addition of the last drop of OPA/NAC reagent.
Each experiment was assayed by recording spectra emission between 430-600 nm (I o=
415) and 380-610 nm (I «c= 333) - over the reaction time ranged 0-300 seconds. Signa
was obtained at 120 secondsfor | ¢x =333 nm | ¢, =440 nm, and at 300 sfor | o, =415
nm | o, = 485 nm. All measurements were performed at 25°C. The ammonium and
methylamine concentrations were ranged from 0 to 1.75 mg/L and 0-0.625 mg/L
respectively, following a5 design (T able 1).

TABLE 1. Code and concentration (mg/L) of standard calibration set (5> design).

NH, M A 025 | 0375| 05 |0625
(mg/L)
0 | oL | 02| 03| o4
. o 2 [ 13 @

4
21| 2 | B | &
3l | 2| 3 [ A4

43 44

a | 2
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Nessler reaction

In a plastic cuvette were placed volumes varied of ammonium stock solution, 10
nL of sodium-potassium tartrate (0.177 M) and water up to constant volume (2.4 mL), 0.1
mL of NaOH 6M and 0.1 mL of Nessler reagent were added to the mixture. The reaction
was assumed to start after the addition of the last drop of reagent. Each experiment was
assayed by recording spectra between 300-700 nm at 30 sintervals over the reaction time
ranged G600 seconds. Signal was obtained a 425 nm and 400 seconds. Absorbance
signa was measured against water blank. All measurements were performed at 25°C.

Kjeldahl treatment

For the application of Kjeldahl treatment [14], severa digestion-distillation
conditions were assayed (see Table 2). In the digestion step, potassium sulphate amount
was varied in the range 2.22-10.5 g, mercury oxide between 0.0332-0.525 g and
concentrated sulphuric acid between 3.39-12 mL. A standard volume of 100 mL was
added to the mixture and then, the tubes were placed on the Kjeldahl digestor which was
previoudy heated at 370°C. Heating must be running until white fumes appeared
(digestion time near 90 minutes) or must be continue for 30 minutes more (digestion time
of 120 minutes). After that, digestion residue must be cooled and diluted up to 50 mL
with nanopure water. Digtillation must be performed by adding variable volumes (25-50
mL) of distillation reagent (NaOH/Na,S;03). Digtilled ammonia must be picked up on 25
ml of 0.04 N sulphuric acid and the digtillation finished when the volume was 80 mL.
Coallected solutions were diluted up to 100 mL. Before standard procedure the pH of the
solutions was adjusted to 10.5.

TABLE 2. Different Kjeldahl conditions assayed.

m(K,S0,) V(H>SO,) V(NaOH/N&,S,05)
(9) (9) (mL) Time (min) (mL)
1 3.39 0 25
120 25

2.224 0.0332
2 2.224 0.0332 3.39
3 10.5 0.525 12 120 50
4 6.7 0.1 10.2 120 30
5 6.7 0.1 10 120 40
6 6.7 0.525 10 120 30
Water samples

Environmental water samples with unknown ammonium concentration were
analysed. They were named as Sl: Irrigation ditch water, S2: Residua water from a
factory and S3: fountain water.
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Sample treatment

The samples or standards were treated in order to eliminate residual chloride and
cation interference, according to the reference standard method [15]. A 100 mL portion of
water (rea or standard) was subjected to sample treatment by adding 1 mL of dechlorant
sodium sulphite 7.14 mM and 1 mL of zinc sulphate heptahydrated 0.348M. The formed
precipitate was filtered and the first 25 mL of the sample were wasted, collecting the rest
of the sample. The pH was adjusted to 2 with concentrated H,SO, for sample
conservation. Sample pH was adjusted to 10.5 before OPA/NAC or Nesder reactions
were carried out.
OPA/NAC reaction: 1 mL of treated standards or sample for S1 and S3, and 0.1 mL
diluted up to 1 mL for S2, were analysed by adding reagents as explained above for
standards.
Nessler reaction: 2.4 mL of treated standards or sample for S1 and S3, and 0.1 mL
diluted up to 24 mL for S2, were analysed by adding reagents as explained above for
standards.
Kjeldahl treatment
100 mL of sample were treated by Kjeldahl method (condition 6, Table 2) for S1 and S3;
for S2, 7 mL of sample was diluted up to 100 mL before applying Kjeldahl method.
Kjeldahl method was applied in triplicate for each sample. When OPA/NAC reaction was
applied, 1 mL of digested sample for S1 and S3, and 0.3 mL of digested sample for S2
diluted up to 1 mL, were used. When Nessler method was applied, the volumes of
digested sample employed were 2.4 mL for S1 and S3, and 0.5mL diluted up to 2.4 mL
for S2.

Calculations

The data were aligned according to the maximum emission signal for Principal
Component Regression (PCR). For all calculations, Unscrambler (CAMO, Norway) and
Matlab for Windows (Math Works, Natick, MA) were used.

RESULTSAND DISCUSSION
Calibration step

According to aprevious work [12], standards of Methylamine, Ethylamine, N-
Propylamine, Isopropylamine, Butylamine, Pentylamine, Hexylamine, and b-
phenylethylamine provided similar response between them when concentration was
expressed in mg/L of Nitrogen, with %Recovery respect to methylamine signal of 100,
935, 101.1, 934, 89, 100.4, 108.2 and 99 % for each amine, respectively. The same
emission maxima located at 440 nm were also obtained for al of them exciting at 333 nm
(Figure 1). Theadditivity between different amine signals was tested analysing mixtures
of amines (see experimental section). %Recoveries obtained were between 81-88%. With
these results, it was corroborated that the amine response in the OPA-NAC reaction was
not dependent on the primary amine, and methylamine could be used as a representative
compound.
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FIGURE 1. Fluorescence emission spectra for a standard of 1.75 mg/L of ammonium and a
standard of 0.375 mg/L of methylamine, both at | . =333 nmand at | =415 nm.

In order to study the smultaneous determination of ammonium and primary
amines (c.a. methylamine), a design 5 was assayed (Table 1). Both, Ammonium and
primary amine, provide fluorescent signal measuring at | em 440 nm if | ex was 333 nm,
athough the emission maximum for ammonium was 462 nm (Figure 1). There were not
significative differences at 95 % confidence level (homogenous variance, Fa<Fiap.a=00s,
and comparable slopes, t.a<taha=005) between the amine calibration graphs obtained with
different constant amounts of ammonium ranged from 0 to 1.75 mg/L (Table 3). The
contribution of the ammonium to the total signal can be seen in the corresponding
ordinate values. This fact corroborates the additively of ammonium and amine signas.
The same is true for ammonium slopes and adinates obtained in presence of different
amine amounts (Table 3). The mean dopes obtained at 440 nm for amine and ammonium
were 6532 (s= 472, n=5) and 1038 (s= 127, n=5) and expressed considering N 2950 (s=
213, n=5) and 855 (s= 104, n= 5), respectively. These vaues indicated that the amine
isoindols are 3.5 times more sensitive than ammonium isoindol exciting at 333 nm and
measuring at 440 nm.

Figure 1 shows the registers obtained for anmonium and methylamine exciting
a 415 nm. Blank signa was dtained for the amine and a maximum a 485 nm for
ammonium. As can be seen in Table 3 at the selective excitation wavelength for
ammonium, that isl ¢ 415 nm (I ., 485 nm) the same calibration graph was obtained in
presence or absence of amine. For different amounts of amine present the ordinates were
similar to that provided by the ammonium calibration graph, its contribution being due to
the blank reagent. The ammonium calibration graph at 485 nm and the ammonium and
amine calibration equations at 440 nm, exciting a 415 and 333 nm respectively, were
needed to estimate both analytes as demonstrated in the following.
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The obtained emission spectra exciting at 415 and 333 nm for the standards
(Table 1) were processed by using principa component regression (PCR) in order to
develop a multivariate model to ammonium and amine, respectively. Top-Down
selection (TDS) and Best-Subset selection (BSS) have been employed to perform the
caibration step [16]. PCR models were obtained using as X-block the data (column
centred). The number of variables, the percentage of explained variance, the number of
factors and root mean squared errors of prediction (RMSECV) by |leave-one-out cross-
validation are given in Table 4. RMSECV values were calculated in order to evaluate the
prediction ability of models. For methylamine there are no differences between the two
options of selection, and a model with complexity three has been selected. For
ammonium PC number 2 is not included in the model with BSS selection, and only PCs
number 1 and 3 have been used (complexity two). In a second step, variable selection on
the optimised model by using the Uninformative Variable Elimination (UVE) approach
has been used [17]. Only 32 and 29 origina variables have been used for methylamine
and ammonium, respectively. In both cases a final model complexity two has been
selected. The RMSECV vaues obtained are good as can be seen in Table 4 for all
models, although UVE-BSS models were selected.

TABLE 4. Characteristics of Principal Component Regression Models obtained for
Ammonium and Methylamine by using Top-Down Selection, Best Subset Selection or
Uninformative Variable Elimination-Best Subset Selection.

Ammonium Amine
(eexcitation 415 nm) (éexcitation 333 nm)
29

Number of | oo | 93 32 180 | 180
variables
Sdected PCs 12 13 12 12,3 1,23 12
Explained
variance, 99.999 [ 99.999 99.999 99.999 | 99.999 99.999
block X
rmsecv 0.089 0.051 0.052 0.034 0.037 0.040

Accuracy and precision

Taking into account previous results, the standards were analysed. The
measurements were performed exciting at 415 and 333 nm and using the ammonium
calibration graph at 485 nm and the ammonium and amine calibration equations at 440
nm, respectively. Table 5 shows the ammonium and amine concentration found in the
different mixtures assayed. Satisfactory results were obtained in al cases with relative
errors for amine and ammonium contents between 7-8 % and 4-24 % and relative
standard deviations between 6-13 % and 1-9 %, respectively.

Te same mixtures were analysed by using the PCR model. Improved results were
obtained for accuracy of ammonium. The relative errors found were between 1-16 %.
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TABLE 5. Found amine and ammonium concentration in standard solutions (mixtures of
ammonium and Methylamine) and real samples by applying bivariate calibration graphs with
standards or PCR.

Found amine

Added (methylamine)
Samples | NH4" (mg/L)
mg/L Bivariat Bivariat
mon) Calit?ra?ign PCR Calibara?ign
Standard | 0.25 0.31+£0.03 | 0.29+0.02| 0.25 0.23+0.03 | 0.26+0.02
0.75 0.89+0.04 | 0.76 006 | 0.375 | 0.35+0.02 | 0.40+0.06
125 1.14+0.03 | 1.23+0.07 0.5 0.46+0.06 | 0.50+0.04
1.75 168+0.02 | 1.74+0.06 | 0625 | 0.58+0.04 | 0.58+0.09
Sample 1 nd n.d. 0.051 + 0.007 | 0.086 + 0.009
Sample2 2492+010 | 32.2+04 8.8+04 10.25+ 0.14
Sample 3 0.36 + 0.03 | 0.29 + 0.05 0.058 + 0.013 | 0.082 + 0.004

Kjeldahl method

Different Kjeldahl conditions were assayed in order to select the best, which
guarantee the total amine conversion (Table 2). The variables assayed were: HgO amount
(9) (0.0332 to 0.525 g), concentrated H,SO, volume (3.39-12 mL ), K,SO, amount (2.22-
10.5g), digestion time (90-120 minutes), distillation reagent volume NaOH/N&S,0; (25
50 ml). The OPA/NAC proposed method was used for testing conversion by use of the
bivariate cdibration model. While the ammonium extraction from the sample was almost
independent of the experimental conditions (Figure 2), the amine transformation into
ammonium was dependent as can be seen in Figure 3 Condition 6 provided a tota
transformation of MA into ammonium. The methylamine conversion into ammonium was
109 % . A smilar value was obtained by the Nesder method applying condition 6.

FIGURE 2. %Rec of NH,'

160 - 0440 nm calculated regarding to signal (or
140 485 nm slope) obtained .without Kj:eldahl
treatment, at different Kjeldahl

120 1 conditions (Table 2). Cond 2: n=7:5

2 100 A st of 0.5 mg/L of NH,” and 2
§ 80 calib.graphs (0, 0.5, 1.25, 2, 2.75
g mg/L NH," and 0, 0.2, 0.5, 0.9, 1.3
S 60 1 mg/L NH;" respectively). Cond. 3:
40 n=4: 2 st. of 0.5 mg/L of NH;" and 2

20 - calib.graphs (0, 0.05, 0.25, 0.78
mg/L NH,", and 0, 0.75, 0.75 mg/L

0 ' ' ' NH,"). Cond. 5: n=1: Calib.graph

2 3 5 6 (0, 0.28, 0.56 mg/L NH,"). Cond. 6:

Condition n=3: . of 0.375 and 0.75 (2

replicates) mg/L NH,".
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FIGURE 3. %Recovery of MA transformed into ammonium and %Recovery of MA not
transformed, calculated regarding to signal obtained without Kjeldahl treatment, at different
Kjeldahl conditions (Table 2). Condition 1: n=4 : 2 standards of MA of 0.5 mg/L and 2
standards of 0.125 mg/L. Condition 2: n=4: Sandards of MA of 0.086, 0.3875, 0.5 and 0.56
mg/L. Condition 4: n=2: Standard of MA of 0.5 mg/L (2 replicates). Condition 5: n=5:
Sandard of 0.775 mg/L of MA (5 replicates). Condition 6: n=2: Standard of 1.3 mg/L of MA
(2 replicates).

Other primary and secondary amines, such as ethylamine, n-propylamine,
isopropylamine, butylamine, pentylamine, hexylamine, dimetylamine, diethylamine and
b-phenylethylamine, were aso assayed in order to study its conversion into ammonium.
In Figure 4 are shown the fluorescence spectrum at | 415 of the OPA-NAC-
ammonium and amine derivatives at different concentration levels before Kjeldahl and
ammonium concentration of 0.75 mg/L after Kjeldahl treatment and OPA-NAC
derivatization. As can be seen the analytica signal of the amine derivatives before
Kjeldahl digestion is similar to the blank (Figure 4A). However, after performing the
Kjeldahl digestion the amines are converted into ammonium (Figure 4B). The
ammonium measurement was performed by OPA-NAC procedure (| exc 415 - | em 485
nm) and contrasted by the Nessder method; the results are shown in Table 6. As can be
seen, comparable results were provided by both methods, and recoveries nearly 100%
were obtained in solutions with only one amine, as well as in amine mixture standard
solutions.
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FIGURE 4. Fluorescence emission spectra corresponding to different OPA-NAC isoindol
derivates at 485 nm (I ec= 415 nm) for blank, standard of 0.75 mg/L NH,", 1.3 mg/L MA, 1.875
mg/L EA and DMA, 2.465 mg/L N-PrA and IPA, 3.05 mg/L BA and DEA, 3.625 mg/L PeA, 4.215
mg/L HA, and 5.05 mg/L b-FEA. (4A)-measured before Kjeldahl digestion. (4B) measured after
Kjeldahl digestion.
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TABLE 6. % Ammonium recovery (n=1) of different amine after Kjeldahl digestion, by
applying Nesder or OPA-NAC method at 485 nm. (EA-ethylamine, N-PrA-N-
propylamine, |1PA-iso-propylamine, BA-butylamine, PeA-Pentylamine, HA-Hexylamine,
DMA-Dimethylamine, b-PEA-b-Phenylethylamine).

OPA-NAC

Ami_ne Method Nesder Me_thod
(ancentrat_l on Igefore (Yeammonium (Yoammonium
Kjeldahl digestion) recovery) recovery)
EA (3.75mg/L) 101 110
N-PrA (4.93 mg/L) 1225 1215
IPA (4.93 mg/L) 107.2 103.13
BA (6.10 mg/L) 88.2 81.8
PeA (7.25 mg/L) 99.8 9%
HA (8.43 mg/L) 124.7 121
DMA(3.76mg/L) 715 68.6
DEA(6.10 mg/L) 112 101.2
b-FEA(10.10 mg/L) 104.4 100.7
EA (1.878 mg/L) + DEA
(3.oz(17 mg/L)g/ ) 844 ”
DMA (1.253 mg/L) + N-
PrA (1.642mg/L) + IPA |82 81
(1.642 mg/L)
BA (3.05mg/L) + b- FEA
(5.05 mg/L) 99 &
PeA (3.622 mg/L) +
HA (421 mg/L) 83 92

Application to real samples

The procedure has been applied to the determination of ammonium and primary
amines (expressed as methylamine) in real water samples (see experimental section).
Three water samples of different nature were analysed: Ditch water, Industrial waste
water and Fountain water. Based on the results showed in Table 5, a t test of related
samples gave & > 0.05 for both ammonium and methylamine determination. Therefore,
smilar results were obtained by using both calibration systems, bivariate and PCR
models.

Sample 3 was adso analysed by Nesder method and comparable results for
ammonium were obtained: 0.32 + 0.02 (n= 3).

The OPA-NAC procedure was applied to the water samples after Kjeldahl
digestion. In this case, the analytical measurement of ammonium corresponds to the
ammonium content plus the organic nitrogen. The results obtained have been compared
with those obtained by Nesder method. The results of ammonium found were (0.19 +
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0.07), (213 £ 3) and (2.103 + 0.018) mg/L ammonium for ditch, industrial waste and
fountain waters, respectively, which were similar to those obtained by Nessler (t test for
paired samples & > 0.05): (0.223 + 0.018), (232 + 3), (2.14 = 0.02) mg/l ammonium
respectively. These results are in agreement of the water nature, for natural water with
low pollution, the N-Kjeldahl will not exceed 5 mg/l. For industrial waste water, this
parameter can be higher than 200 mg/L of ammonium. Bearing in mind the results of
Table 5, other amino compounds besides anmonium and primary aliphatic amines, are
present in these waters.

Conclusions

In this article, the use of OPA/NAC reagent for the simultaneous determination of
ammonium and primary aiphatic amines has been proposed. Bivariate calibration or
multivariate Principal Component Regression can be used obtaining similar results.
Methylamine can be used as model compound, because the response of each amine was
the same when it was expressed in mg/L of Nitrogen, and there was additivity in their
signal when mixtures were processed.

Similar calibration curves were obtained for ammonium (0.25-1.75 mg/L) with a
fixed amine concentration ranged from 0.25 to 0.625 mg/l methylamine exciting at 415
nm. No response for amines was obtained working at this wavelength. Slopes of the
Methylamine calibration curves (0.25-0.625 mg/l) were also smilar with a fixed
ammonium concentration ranged from 0.25 to 1.75 mg/l exiting at 333 nm. The signal of
the ammonium affecting ordinate values.

Kjeldahl treatment was applied obtaining similar slopes for ammonium
calibration graphs before and after the treatment. Amine conversion into ammonium was
near 100% for every amine studied alone or in mixtures. The application of Kjeldahl
treatment to real water samples gave results in agreement of the water nature, and Nessler
method was applied in order to validate accuracy of the proposed method, providing
similar results to those obtained by the OPA/NAC method.
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CHEMILUMINESCENCE AUTOMATIC METHOD FOR TOTAL ESTIMATION
OF ORGANIC NITROGEN (-CH,-NH-) AND AMMONIUM
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Abstract

An automatic method has been developed for estimation of organic nitrogen (-
CH,-NH-) and ammonium in water samples. We proposed a continuous flow system in
which nitrogen compound reacts with hypochlorite reagent to form chloramines and,
subsequently, the mixture was merged with luminol, generating a chemiluminescence
signal. The signal emission at 425 nm, registered as a function of time, decreases as
nitrogen concentration increases, due to the decrease on hypochlorite concentration. A
large number of nitrogen compounds has been assayed and sensitivities compared, in
mg/L of Nitrogen. For al of them the same calibration graph was obtained. The linear
interval was 0.24- 4 mg/L of N, being the detection limit 0.07 mg/lL of N. The
chemiluminescence method was applied to the analysis of severa kind of rea water
samples. natural water, lake water, irrigation ditch water, fountain water, residual water
and seawater. A @mparative study of ammonium nitrogen contents before and after
Kjeldahl treatment has been carried out. Except for two samples, the N found for the
untreated samples provided a good estimation of the N Kjeldahl. 60 samples per hour can
be analysed and the procedure used also for in situ monitoring.

Keywords: ammonium, organic  nitrogen  (-CH»,-NH-), water  samples,
chemiluminescence, luminol, hypochlorite, Total Kjeldahl Nitrogen.

* Correspondence author. E-mail address: pilar.campins@uv.es (P.Campins).
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INTRODUCTION

Nitrogen is a key nutrient in natural waters, but excess N inputs lead to
eutrophication. The dominant N species in waters are: dissolved inorganic N (ammonium,
nitrite and nitrate), dissolved organic N (the largest fraction is made up of amino acids
and peptides and it is often caled amino N) and particulate organic (due to small
organisms. algae, bacteria) and inorganic N [1]. Inputs of dissolved organic nitrogen
(DON) to natural waters are largely a result of autochthonous biological processes.
Additionaly, external sources of DON arise from sewage and industria effluents,
terrestrial run-off and atmospheric deposition [2]. DON content in water has largely been
ignored, difficulties in measuring DON, its chemical character remains poorly described
and an underlying assumption that it is biologically inert can be the causes[2].

Some analytical procedures exist for quantifying dissolved inorganic N (DIN), total dissolved
nitrogen (TDN) but not for dissolved organic N as mentioned above. The most used is the Kjeldahl
wet chemical method [3-6] because it is the reference method established by European Directive
[7] relative to measurement methods in the analysis of superficia waters. Kjeldahl

method was devel oped specifically for proteinaceous nitrogen and some authors indicated
incomplete recovery of nitrogen for some compounds [8,9]. It provides DON and
ammonium contents.

In other protocols DON is calculated as the difference between independent
measurements of TDN and DIN, but they are even more time-consuming than Kjeldahl
method. The main methods for TDN determinations are: akaline persulfate oxidation or
UV -photo-oxidation to nitrate and oxidative combustion methods to NO [2,8].

Some papers have been published comparing several of the used methods
[2,10,11]. More work is needed in order to improve accuracy of DON results and reduce
time and/or difficulty of the technique.

Based on previous studies for ammonium [12] and the known reaction between
amine groups and hypochlorite, we propose a continuous flow system for organic amino
N and ammonium nitrogen determination on untrested water samples, in which amino
group react with hypochlorite reagent to form a chloramine and, subsequently, the
mixture reacts with luminol, generating a chemiluminescence signal. The signal emission
at 425 nm, registered as a function of time, decreases as nitrogen concentration increases,
due to a decreasement on hypochlorite concentration that depends on the amino group
present in the sample. A large number of nitrogen compounds has been assayed and
sengitivities compared, in mg/L of Nitrogen. A unique calibration graph can be used for a
great number of compounds tested and then, the method can be employed for estimating
the main dissolved organic nitrogen and ammonium. Characteristics of the method, such
as selectivity and reproducibility, have been evauated.

The chemiluminescence method was applied to the analysis of severa kind of
real water samples (natural weter, lake water, irrigation ditch water, fountain water,
resdua water and seawater). A comparative study of ammonium nitrogen contents
before and after Kjeldahl treatment has been carried out. Standard additions method was
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gpplied for all samples studied in order to test the presence or absence of proportiona
systematic errors.

EXPERIMENTAL

Apparatus

All spectrofluorimetric measurements were made on a Hitachi F4500, 700v
fluorescence spectrophotometer (Tokio, Japan). The light emission was monitored at 425
nm.

The pH was measured with a Crison micropH 2000 pH-meter. A Nanopure 11
(Synbron Barnstead) water unit was used.

For Fl assembly (see Figure 1), a Gilson Miliplus peristaltic pump was used to
drive the reactants through the flow cdll; it dways worked at aflow rate of 4.1 mi/min. A
400 nL reactor was employed to perform the reaction between Hypochlorite and Nitrogen
compounds. The sample loop employed had a 50 i internal volume. Tygon tubing (i.d.
0.8 mm) was used with the peristaltic pump. The other tubing was made of PTFE (i.d. 0.5
mm). The flow cell was a laboratory-made bundle cell [13], consisting of knotted
trangparent poly-tetrafluoroethylene tube, measuring 50 cm in length and 0.8 mm of
internal diameter. The bundle cell (1.5x1x1 cm) was placed in a plastic cell. A second
kind of flow cell studied was a laboratory-made spiral cell [13] consisting of coiled
transparent PTFE tube measuring 50 cm in length and 0.8 mm of internal diameter. Its
dimensions were 1 cm (internal diameter) and 3 cm (externa diameter).

For sample Kjeldahl treatment, the Digestion Unit was a Tecator Digestion
system 6, 1007 Digestor (H6ganas, Sweden), and the Distillation Unit was a Biichi 323
Distillation Unit (Switzerland).

Reagents and solutions

All solutions were prepared in nanopure water, and all reagents were of analytical
grade.

Stock standard solutions of ammonium were prepared by dissolving ammonium
chloride (Probus, Barcelona, Spain) in nanopure water.

The following amines from Sigma (Steinheim, Germany) were employed:
methylamine (MA), ethylamine (EA), n-propylamine (nPA), isopropylamine (iPA),
butylamine (BA), pentylamine (PeA), hexylamine (HA), dimethylamine (DMA),
diethylamine (DEA), trimethylamine (TMA), triethylamine (TEA), b-phenylethylamine
(BPEA), 1,7-diaminoheptane (DAH), putrescine (Put), cadaverine (Cad), spermine (Spm)
and spermidine (Spd).

The following aminoacids from Aldrich (Steinheim, Germany) were employed:
aspartic acid, tryptophan, glutamic acid, glicocole, proline, serine, tyrosine, aanine,
phenylaanine, valine, leucine, isoleucine, treonine, lisine, metionine, histidine, cysteine,
histidine and arginine.

Other solutions (1000 mg/L) were prepared: Mercaptoethanol (Scharlau,
Barcelona, Spain); Urea and sodium sulphide from Prolabo, Fontenay, France; N-Acetyl-
L-Cysteine, sTriazine and albumine from bovine serum were from Fluka (Switzerland);
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Moreover, metal solutions (0.05 M) of chromium chloride, cobalt (I1) chloride, copper
(I1) chloride, iron (I11) chloride, cadmium chloride and mercury (II) chloride from
Panreac (Barcelona, Spain) were prepared.

The following reagents were aso used: sodium hypochlorite 15%, sodium
thiosul phite and potassium sulphate from Prolabo (Fontenay, France); sodium hydroxide,
sulphuric acid and sodium carbonate from Merck (Darmstadt, Germany), and red mercury
oxide from Panreac (Barcelona, Spain).

PROCEDURES

FI procedure

The flow injection assembly is shown on Figure 1 Initial concentrations and
flow injection system assembly were the ones described in [12], with some modifications.
Firstly, hypochlorite was not electrogenerated, in order to have a smpler system.
Secondly, the sample was previoudy mixed with hypochlorite in a reaction coil of 400
nL in order to form the chloramine compound and, then, sample loop was filled up. A
water carrier picked up the loop contents when injection valve was turned, and it was
mixed with luminol / buffer carrier. The distance between the last T-junction and the
detection cell was the minimum possible, 5 cm.

The working solutions were as follows: hypochlorite 0.9 mM (in
hydrogencarbonate / carbonate buffer 0.144 mM, pH 11.2), and luminol 1 mM (in
hydrogencarbonate / carbonate buffer 0.2 M, pH 11.2).

FIGURE 1. Flow injection assembly for chemiluminescence organic nitrogen determination.

Hypochloride 9 mM, Reactor,

0.144mM COZ 400 n_
/HCO;5 pH 11.2
Standar d/Sample
Sample
loop: 50 L
H,O |
Luminol 1 mM, W
0.2M COg?>
/HCO;3 pH 11.2

v =35rpm Detection

The following standard solutions were prepared and measured according to the
methodology proposed:
Standard solutions of ammonium, amines, amino acids, N-acetyl-L-cysteine

(NAC), striazine and urea were measured in the range of 0-4 mg/L of nitrogen.
Albumine from bovine serum was measured in the range of 2.5 100 mg/L of adbumine.
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Standards of cysteine, metionine, NAC, mercaptoethanol and sodium sulphide
were prepared in the range of 0-5.4 10° M of sulphide.

Metal solutions of: Copper (11) (2 10°,4 10° and 5 10*M), Fe(lI1) (9 10°,5 10*
and 5 10°M), Cd(Il) (45 10°, 25 10* and 2.5 10°M), Hg(ll) (5 10°, 6.25 10° and
0.05M), Cr(I11) (2 10°M) and Co(ll) (8.5 10°M) were also measured.

Kjeldahl treatment

For the application of Kjeldahl treatment [14], 6.7 g of potassium sulphate, 0.52 g
of red mercury oxide and 10 mL of concentrated sulphuric acid, were added to 100 mL of
nitrogen containing compound standard in a digestion tube. Then, the tubes were placed
on the Kjeldahl digestor, previoudy heated at 370°C. Heating is kept until white fumes
appeared and, then, digestion continues for 30 minutes more. After that, digestion residue
must be cooled and diluted up to 100 mL with nanopure water. Distillation is performed
after the addition of 35 mL of distillation reagent (25 g of sodium thiosulphate and 500 g
of sodium hydroxide diluted up to 1L with nanopure water). Digtilled ammonia must be
picked up on 25 mL of 0.04 N sulphuric acid until 80 mL. This solution was diluted up to
100 mL. Before experimental measures, collected solutions were adjusted to pH 6.0-7.0.

Solutions (100 mL) of TEA, urea, histidine and arginine, with final
concentrations of 1.5 mg/L of nitrogen, solution mixtures of MA / PeA / DMA or MA /
PeA / DMA / TEA, with final Nitrogen concentration of 1.5 mg/L or 1.8 mg/L
respectively, and a solution with 1 g/L of albumine, were submitted to Kjeldahl treatment.

Sample procedures
Eight different water samples were collected and pH adjusted to 2.0 with

concentrated nitric acid until they were used. At the moment of the analysis, the samples
pH value was adjusted near 7.0. All of them were analysed directly by the proposed FI
chemiluminescence method, before and after the Kjeldahl treatment. Samples were
named as follows: S1: mineral bottled water; S2: tap water; S3 and S7: irrigation ditch
water (from different sources); S4: lake water; S5: sea water; S6: industrial waste water
and S8: fountain water with clear aspect of eutrophication.

4.45 mL diluted up to 5 mL for S1, S2, S3, $4, S7 and S8, 1ml diluted up to 5 mL
for S5, or 0.035 mL diluted up to 5 mL for S6, were prepared and measured in triplicate.
These samples were also spiked with ammonium (0.75, 1.5 and 3 mg/L of nitrogen), in
order to apply the standard additions method.

Kjeldahl treatment

Kjeldahl treatment was applied, as described above for standards, to 100 mL of
S3, A4, S5 and S8 (Al in triplicate), and to 7 mL of S6 diluted up to 100 mL (in
triplicate). After Kjeldahl treatment, 4.45 mL diluted up to 5 mL for S3, $4, S5 and S8, or
0.35 mL diluted up to 5 mL for S6, were measured in triplicate. They were aso spiked
with ammonium (0.75, 1.5 and 3 mg/L of nitrogen), to apply the standard additions
method.
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RESULTSAND DISCUSSION

Analytical parameters

The parameters for the calibration curves chemiluminescence signal vs nitrogen
concentration (mg/L), and other figures of merit, for the ammonium determination at
different experimental conditions assayed can be seenin Table 1

The different variables tested were: kind of measurement cell, buffer
concentration, hyplochlorite concentration, presence of buffer in standards and presence
of NaCl in standards.

TABLE 1. Ammonium calibration curves (chemiluminescence signal vs nitrogen
concentration, ng/L) and other figures of merit for the different experimental conditions
assayed. (a: ordinate, s: estandar deviation of ordinate, b: slope, $: estandar deviation of
slope, n: number of standards, r*: regression coefficient, Sx. Standard deviation of
calibration curve).

CondltlonsHed r e oo Calibration curve Linear
[ ypoc uffer in|NaCl in|y = (a4s)+(bxg)C Interval
Bgtlecnon Conc. Eu“imm standard | standard | r( Sy/x)a) (bxs) mgll (g
(mM) yp solutlons solutlons
i 0.3-4

Spiral 0.9 0.144mM Y =(9170+ 30) + (-1844 £ 14y C
(12, 0.9994, 70)

Bundle 0.9 0.144mM | No No Y = (9680 + 140) +(-2370+ 70 C | 0.070 | 0.24-4
(10, 0.9938, 300)

Bundle 05 0.144mM [ No No Y = (4300+50) + (-1960 +40- C | 0.086 [ 0.3-2
(9, 0.9968, 100)

Bundle 09 omM No No Y = (9690 + 100) +(-2290+40)- C | 0.073 | 0.24-4
(12, 0.9962, 200)

Bundle 0.9 10mM No No Y =(9400+ 90) +(-1730 £ 40- C | 0.097 | 0.3-4
(12, 0.9940, 200)

Bundle 0.9 0.144mM | Yes No Y = (7960 160) + (-1570 +70)- C | 0.107 | 0.4-4
(12, 0.9806, 400)

Bundle 0.9 0.144mM | No Yes Y = (8290 + 100) + (-2050 +40)- C | 0.082 | 0.27-4
(15, 0.9942, 200)

Because the presence of the analyte decresases the chemiluminescence signal, it
is interesting to reach ailmost 10000 arbitrary units for the blank (saturation signd), in
order to have the maximum working range for the analyte.

The optimum conditions have been marked in bold in Table 1. bundle cell and
hypochlorite 0.9 mM in carbonate buffer (0.144 mM, pH 11.2). Good linearity was
obtained, and the detection limit reached was 0.07 ppm (referred to nitrogen content in
the sample). Sensitivity decreased about 33% when standards were conditioned with
buffer, and about 13% when they were prepared in NaCl. Fl registers obtained for
ammonium calibration standards are shown in Figure 2.
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FIGURE 2. FI registers obtained under optimum experimental conditions at different
Nitrogen concentration levels. Conditions. Hypchlorite 0.9 mM in carbonate buffer 0.144 mM
pH 11.2 with bundle cell.

The reproducibility of the method was measured in two ways. Figure 3 shows
how ammonium calibration curves obtained for five different days overlap a every
concentration level. The percentage of residua standard deviation (%RSD) for calibration
slope was 1.86%.

12000 Nitrogen calibration curves
| 26/06/03 Y =-2366.3x + 9676
10000 1 m 30/06/03 Y =-2339.4x + 9677.6
[}
2 01/07/03 y = -
S 8000 A y = -2332.4x + 9456
@ 02/07/03 y = -2255.9x + 9570.4
(0]
£ 6000 1 X 25/06/03 Y = -2293.3x + 9365.4
=
S 4000 -
=
@]
2000 -
0 : , : , .

0 1 2 3 4 5

Nitrogen Concentration (mg/L)

FIGURE 3. Nitrogen calibration curves (Chemiluminescence versus Nitrogen concentration
(mg/L)) obtained in five different days. Conditions. Hypchlorite 0.9 mM in carbonate buffer
0.144 mM pH 11.2 with bundle cell.
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On the other hand, repestibility studies gave a RSD (n=3) of 0.81%, 0.31% and
3.7% for nitrogen concentrations of 0.75, 2 and 4 mg/L respectively.

Both values indicate that the precision of the method can be considered rather
satisfactory.

60 samples per hour could be analysed without previous treatment and the
procedure can be adapted as an in situ monitoring analyser.

Response to other nitrogen-containing compounds

In order to check the behaviour of the proposed methodology for the amino N
determination (organic nitrogen plus ammonium nitrogen), the results for other families
of nitrogen-containing compounds were obtained, and compared with those obtained for
ammonium (all referred to nitrogen content).

Thefirst family of compounds studied were the aiphatic amines: primary,
secondary and tertiary.

Seven diphatic primary amines (methylamine, ethylamine, n-propylamine,
isopropylamine, butylamine, pentylamine and hexylamine) were processed, and the
corresponding recovery results (calculated as dope of amine calibration * 100 / dope of
ammonium calibration) are shown in Table 2. The mean recovery obtained, (91 + 11) %,
showed how the primary amine responses were similar to the ammonium response and,
for this reason, their nitrogen content could be also measured with this methodol ogy.

TABLE 2. Percentage of recovery (slop€smine*100/slopeyns+) found for primary and
secondary aliphatic amines individually and mean %recovery.

(o) -
AMINE bA) Rﬁ_g‘(’)%y - Mean Recovery
amine NH4+ (% RECiS)

methylamine 104
ethylamine 83
n-propylamine 79
isopropylamine 82 91+ 11)%
butylamine 82
pentylamine 102
hexylamine 103
dimethylamine 78 0
diethylamine & (81 4%

Two diphatic secondary amines (dimethylamine and diethylmine) were also
processed, and the results are also shown in Table 2. Although the mean recovery was
dightly lower than for primary amines, (81 + 4)%, their nitrogen content can be also
measured with this methodology.

The results for two aliphatic tertiary amines (trimethylamine and triethylamine)
showed that this kind of compounds can not be detected with this methodology. This can
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be explained because in these experimental conditions the corresponding chloramine is
not formed. Thus, the hypochlorite reagent is not consumed, and the chemiluminiscence
signa remains constant.

A second family of compounds studied were the polyamines. These molecules
contain several amino groups, and thus, the response for each analyte should decrease as
many times as amino groups are present. When the calibration is performed against the
nitrogen content for five of these compounds (putrescine, cadaverine, spermine,
spermidine and 1,7-diaminoheptane), excellent percentage recoveries were found (Table
3). The mean recovery, (96.6 = 1.8) %, alows the nitrogen content for these kind of
compounds to be obtained by applying this methodol ogy.

TABLE 3. Percentage of recovery (slope€soiyamine®100/slopeyns+) found for polyamines
individually and mean %recovery.

9% Recover % Mean Recover Yy

POLYAMINE | 1" 0o,

(B REC+Y9)

putrescine
cadaverine

98
%5

spermine i (96.6 + 1.8)%
97

spermidine
1,7-diaminoheptane

The third family of nitrogen containing compounds studied were arylakyl
amines. &-phenylethylamine was selected as a model of compound. The obtained
recovery was 100.1 %, indicating that also the nitrogen content for this kind of amines
can be measured with the proposed methodol ogy.

Another two types of nitrogen compounds were studied: those containing an
aromatic N atom (for example, triazine), and those containing resonant nitrogen (for
example, urea). In both cases the chemiluminiscence signa remains constant for all
concentrations tested. These results show that aromatic and resonant nitrogen will not be
detected by this methodology, however the aromatic nitrogen exated the blank
chemiluminescence signal.

In addition, 14 amino acids (with only one amino group) were aso studied. The
recoveries obtained (Table4), were near 100% in all cases. The mean recovery was (96 +
4) % for their nitrogen content, and it was in excellent agreement with the real one.
Histidine presents a structure with two aromatic nitrogens besides the amino group and
accordly with results for triazine, the chemiluminescence of the blank was increased and
no decrease of the signa was observed in the N working range. Arginine presents
resonant nitrogens besides the amino group, the obtained results considering only the
diphatic nitrogen (Buminoacia™ 100/ Bummoniun= 96.8) confirm that only the —CH,-NH, group
for arginine lowers the chemiluminiscence signal. Cisteine and metionine gave (buminoacia™
100/ Bymmoniumy Values of 287 and 147 %. Those recoveries indicate that other atom of
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their structure were contributing to the decrease in chemiluminescence. As can be
demonstrated below this atom was S.

TABLE 4. Percentage of recovery (SlOp€minoacia®100/slopeyns+) found for aminoacids
individually and mean %recovery.

% Recovery M ean Recovery
AMINOACID |, v 100, | (% REC #59)

aspartic acid 935
tryptophan 87.1
glutamic acid 101.9
glicocole 97.6
proline 96.6

serine 99.9
tyrosine 954
amandine 98.1 (96 + 4)%
phenylalanine 97.1
vdine 100.6
leucine 94.3
isoleucine 96.0
treonine 97.1
lysine 93.8

Selectivity of the method: I nterference study

The first type of interfering compounds studied were those containing sulphur
atoms, because they can produce interferences in the nitrogen determination as can be
seen in the previous section for amino acids containing S. Two compounds, sodium
sulphide (S*) and mercaptoethanol (R-SH), without nitrogen content, were studied. As it
was expected, both compounds lowered the chemiluminiscence signa. Sulphur
interference was twice the mercaptoacetic interference, the dopes of the calibration
graphs obtained were 3058 and 1850 L/mg S.

The response for cysteine, amino acid with sulphur content, and its derivative N-
acetyl-cysteine were due to the contribution of the both atoms, N and S. The experimental
signals were around 100 % of the theoretical signals obtained bearing in mind the slopes
of the calibration graphs of ammonium and mercaptoethanol. The interference caused by
the R-S-R group is small as can be derived from the recovery given in the previous
section for metionine. The concentration of biogenic thiols in natural waters have been
found to be about 0.25 ppb [15], and the higher limit admitted for drinking water for H,S
is 50 ppb [7], a these levels the sulphur containing compounds did not interfere in the
reaction, giving the same signd that the corresponding to the blank solution.
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The second type of possible interfering compounds assayed was some metallic
ions. Cr(lI1) and Co(ll), a concentration levels of 0.5 ppm, do not interfere. Cu(ll), at
concentration level of 50 ppb (maximum alowed limit for natural waters), decreased 10%
the chemiluminiscence signal. Other cations, at the maximum allowed concentration
(Fe(111), at concentration level of 0.5 ppm, Cd(l1), at concentration level d 5 ppb, and
Hg(I1), a concentration level of 1 ppb) do not either interfere.

Kjeldahl treatment

Kjeldahl treatment was applied to nitrogen-containing compounds that did not
give reaction with hypochlorite, in order to study its reactivity after sample digestion.
Triethylamine, urea, histidine and arginine were measured a a fina nitrogen
concentration of 1.5 mg/L after Kjeldahl treatment. Recoveries obtained can be seen in
Table 5. They are al near 100%, so applying Kjeldahl digestion, these nitrogen
compounds will aso be measured.

TABLE 5. Individual Percentage of recovery and Mean percentage of recovery found for
standards of Triethylamine, urea, histidine, arginine of final Nitrogen concentration of 1.5
mg/L, and for mixtures of Methylamine, Pentylamine and Dimethylamine (final Nitrogen
concentration of 1.5 mg/L) and of Methylamine, Pentylamine, Dimethylamine and
Trimethylamine (final Nitrogen concentration of 1.8 mg/L), after Kjeldahl treatment.

TEA 94.1
urea 103.5
higtidine 114.9
arginine 109.6 (103 £ 8)%
MA + PeA + DMA 96.3
MA + PeA + DMA + TMA 99.7

Moreover, aliphatic amine mixtures containing or not trimethylamine have been
digested and distilled by Kjeldahl method. The recovery percentages for two mixtures
containing a total nitrogen content of 1.5 mg/L or 1.8 mg/L of Nitrogen is shown in
Table5, with both values close to 100%.

In addition, aprotein, asit is abumine, was also analyzed. The results, before and
after the Kjeldahl digestion were different. In this case, dmost half of the nitrogen is not
detected without acidic digestion.

Analysisof real water samples

Several real water samples were analysed. To validate the accuracy of the
method, al samples were fortified to apply the standard additions method, and the
percentages of recovery of nitrogen added were near 100% (T able 6). This table show
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that there were not matrix effect in these samples, and that sample Nitrogen content can
be deduced directly from standards calibration curve.

TABLE 6. Concentration of Nitrogen found in spiked real water samples (mg/L)(Sl-
Mineral water, S2-Tap water, S3-Irrigation ditch water 2, S4-lake water, Sb-sea water,
H-Waste (residual) water, S7-Irrigation ditch water 1 and S8-Fountai n water), and
per centage of recovery of the fortified concentration at different concentration levels.

Sample Added Concentration | Found concentration| % Recovery
Samp (mg/L N) (mg/L N) (Rec + 5) %

0 75 0.69 +0.04 92+6

1.52 + 0.05 101+ 4

3 2.91+0.08 97+ 3

0.75 0.64 + 0.07 86+ 10
2 15 1.46 + 0.02 974+ 13

3 2.75+0.08 92+3

0.75 0.71+0.03 95 +4
3 15 158+ 0.03 1052+ 1.7
3 3.004 + 0.018 100.1+ 0.6

0.75 0.724 + 0.018 97+ 2

A 15 1.69+0.04 112+ 3
3 2.62+0.04 87.4+13

0.75 0.76 + 0.04 101+ 6

S5 15 158+ 0.05 105+ 3
3 2.85+0.03 95.0+11

0.75 0.692 + 0.017 92+2

H 1.5 143+ 0.08 96+ 6
3 2.696 + 0.004 89.86 + 0.12

0.75 0.79+0.03 105+ 4
S7 15 1.581 + 0.013 1054+ 0.9
3 3.034 + 0.007 101.1+0.2

=3 15 149+ 0.10 9=+7

3 291+0.10 97+3

In three of the samples assayed, mineral water (S1), tap water (S2) and irrigation
ditch water 2 (S3), the nitrogen contents were under detection limit of the method. Sea
water (S5), presented increase of the blank signal and then, can not be analysed by the FI
method directly. In other four samples, lake water ($4), waste water (S6), irrigation ditch
water (S7) and fountain water (S8), detectable nitrogen was found when direct
measurement was made. Table 7 shows the nitrogen contents found by the direct
measurement of these water samples, calculated from standards calibration curve.

Nitrogen content on real water samples was aso deduced by this methodology
after Kjeldahl treatment. As can be deduced from results (Table 7), two groups of
samples have appeared: the first one showed similar nitrogen concentrations before and
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after the Kjeldahl digestion (this is the case of S6 and S7). S6 was also analysed by the
Nesser and o-phthadiadehyde/N-Acetyl-L-Cysteine (OPA/NAC) methods for
ammonium [16], and after Kjeldahl treatment, the found concentrations were (180 + 3,
n=3) and (166 + 3, n=3) mg/L N for Nessler and OPA/NAC procedures respectively. For
this type of samples, we could replace the tedious Kjeldahl treatment by the application of
the direct smple FI system presented in this work. The second group of samples, showed
different nitrogen concentrations before and after the Kjeldahl digestion (this is the case
of $4, S5 and S8). The proposed method for S4 provided 60 % of the N-Kjeldahl, S5
presented increase of the blank signa and then can not be analysed by the FI method
directly as mentioned previoudy. The results for S8 can be explained by the presence of
nitrogen containing compounds that does not react completely with the hypochlorite, but
are transformed into ammonium after Kjeldahl treatment or, more probably, by the
presence of complex organic matrix, decomposed by the acidic digestion (in a smilar
way that albumine results predict). S8 was aso analysed by the Nesser and OPA-NAC
method for ammonium [16], the results were (0.25£0.02, n=3) and (0.29+£0.02, n=3)
mg/L N, respectively before Kjeldahl treatment, and (1.66 + 0.02, n=3) and (1.635 + 0.18,
n=3) mg/L N, respectively after Kjeldahl treatment. These results are near those obtained
with the proposed chemiluminescence FI detection procedure.

TABLE 7. Total Nitrogen content (Organic and ammonium)(mg/L N) found in different water
samples studied, before and after Kjeldahl treatment. Samples analysed in triplicate.

Nitrogen Content (mg/L N)

Sample | BeforeKjeldahl Treatment | After Kjeldahl Treatment |

4 (0.92 + 0.15) (1.59 + 0.06)
53 N.D. (1.66  0.10)
% (140t 8) (149 = 10

S7 (0.52 £ 0.04) (057 £ 0.03)
3 (0.35 £ 0.05) (199 £ 0.07)

CONCLUSIONS

The response of amino compounds (-CH»-NH-) including ammonium by
applying the proposed methodology gave recoveries near 100% for primary and
secondary diphatic amines, polyamines, arylalkylamines and fourteen of the aminoacids
assayed. Tertiary amines and aromatic or resonant nitrogens did not give the reaction, N-
proteins is incompletely recovered. The reaction was interfered by sulphide groups, but
not at concentrations below their legidation level. Meta ions studied have not resulted
interferences below their legidation levels. The method is capable of estimating total
dissolved N-amino in a sample very quickly.

Matrix effects have not been observed in fortified samples, and accurate results
have been obtained with recoveries near 100%. Results shown in this paper permit to
establish that for some kind of samples, Kjeldahl treatment can be omitted and the
simpler Fl system presented in this work used. This option is very advantageous because
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the method does not require sample treatment, three replicates of the sample can be made
in 1 min, toxicity of the reagentsislow and the method can be used in in situ monitoring .

The proposed methodology can be aso used as an dternative for fina ammonium
detection after Kjeldahl digestion of the samples. The precision of the method for
ammonium determination was very good, with RSD of 0.3-3.7 % for intraday
repeatibility values, and 1.9% for interday reproducibility of the slope calibration line
values. These values were similar to Nessler method precision (%0RSD=0.4%), and better
than OPA-NAC method precison (%RSD below 12.5%). Dynamic range was 0.24-4
mg/L N. For Nessler method, it was 0.66-3.88 mg/L N and for OPA-NAC method it was
0.155-1.088 mg/L N. Detection limit reached with the proposed method (0.07 mg/L N)
was similar to that obtained with OPA-NAC method (0.054 mg/L N), and better than that
reached with Nesder reference method (0.46 mg/L N). The rapidity of the proposed
method resulted excellent (60 samples/hour) compared with Nessler (6 samples’hour) or
OPA/NAC (10 samples’hour) methods.
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