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Prefacio

Qué es y qué no es esta Tesis.

La obtencién del titulo de doctor requiere, segin el RD 56/2005, la presentacién y
defensa de una Tesis Doctoral. La modalidad de Tesis por compendio de publicaciones que
hasta ahora representaba una alternativa a la Tesis en formato clasico desaparece de la
nueva normativa. Esta Tesis serd, por tanto, una de las tltimas que se ajusten al formato por

compendio de publicaciones.

Por un lado, el formato clasico permite explicar en toda su extension el trabajo
realizado durante los afios de investigacion, aunque existe el riesgo de que la Tesis se
convierta en una enumeracion mas o menos elaborada de los datos -ya sean experimentales
o bibliograficos- recopilados durante ese tiempo. Implica, en cierta medida, la maxima
cantidad de informacién sobre el trabajo que se ha realizado, y la pone a disposicion del
lector especializado en el tema. La redaccion de una Tesis de estas caracteristicas supone

una inversién enorme de esfuerzo y tiempo.

Por otra parte, la modalidad por compendio de publicaciones se centra en el
rendimiento obtenido por el doctorando a la hora de publicar los trabajos incluidos en la
Tesis. Pareceria injusto obviar el proceso que conduce a la publicacién de un articulo en una
revista cientifica. Una Tesis en este formato no puede dar cabida a todo este proceso, sélo a
los resultados publicados desde una perspectiva unitaria. De otro modo no existiria
diferencia con una Tesis por formato clasico. Asi se sacrifican todos los detalles sobre los
resultados no satisfactorios, las investigaciones fallidas y todo aquello que no se incluye en
un articulo por prudencia o porque no hay mas remedio. La contrapartida a esta visién
parcial es la de la posibilidad de una mayor claridad en la Tesis y el consabido ahorro de
tiempo y papel, que es lo que el doctorando mas desea después de afios contando los dias

que le quedan para terminar.
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La cuestién radica en si una Tesis es util o no, si ofrece una idea justa del trabajo
que se ha llevado a cabo y si proporciona informacién clave o solo es relleno burocratico. En
caso de una Tesis como ésta creo que el factor mas importante a tener en cuenta es que
resulte til para cualquier persona que esté interesada en la Quimica Analitica, desde el
punto de vista de la Industria o la Universidad, aunque no sea un especialista en el tema.
Pienso que asi se cumple una de las premisas éticas que debiéramos seguir siempre: hacer

comprensible nuestro trabajo.

En esta Tesis Doctoral en modalidad por compendio de publicaciones se pretende
lograr este objetivo a través de la exposicion de la teoria basica en que se fundamenta la
investigacion desarrollada y los antecedentes de ésta (Capitulo I, Introduccién), los objetivos
de la Tesis y el plan de trabajo (Capitulo II), el resumen de los articulos y de los resultados
obtenidos (Capitulo III), los articulos propiamente dichos (Capitulo IV) y las conclusiones
finales (Capitulo V). Se incluye un apéndice (Capitulo VI) que he juzgado necesario para
explicar cémo se crea y coémo funciona el software utilizado en los trabajos de

multiconmutacién. Finalmente, el Capitulo VII se dedica a la bibliografia.

Esta Tesis Doctoral se enmarca dentro de las lineas de trabajo que nuestro grupo ha
venido explotando durante los ultimos afios. Por un lado, la busqueda de aplicaciones de la
espectroscopia FTIR con fines cuantitativos y, por otro, la automatizacion de los métodos de
andlisis. Ambas lineas de investigacion han tenido en comun una caracteristica
fundamental: el desarrollo, en la medida en que ha sido posible, de practicas respetuosas
con el medio ambiente en lo que a los métodos analiticos se refiere. La espectroscopia FTIR
ha utilizado tradicionalmente disolventes toxicos y nocivos (p.ej. organoclorados). Asi pues,
como consecuencia natural de los cambios en las legislaciones estatales e internacionales y
de la concienciaciéon medioambiental que, afortunadamente, se ha ido produciendo a todos
los niveles, la espectroscopia FTIR aplicada al analisis quimico ha tenido que evolucionar en
sentido positivo. Respecto al uso de disolventes organoclorados, la tendencia es a reducir su
consumo a través de la automatizacién y miniaturizacion de los métodos analiticos, a la par
que se estudian alternativas validas que permitan la medida de disoluciones acuosas (como

el empleo de la técnica de Reflectancia Total Atenuada o ATR). Como efectos secundarios
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de estas tendencias, aunque no por ello menos interesantes desde el punto de vista del
analisis quimico, se producen mejoras en la eficiencia analitica y en la versatilidad de los
métodos. Resultado de la investigacion en este campo, esta Tesis Doctoral incluye los
elementos basicos de los avances en la espectroscopia FTIR aplicada al analisis cuantitativo
que, al ser en formato de compendio de publicaciones, se han materializado en articulos

publicados o pendientes de publicar en revistas de Quimica Analitica.

Los trabajos incluidos en la Tesis se han agrupado en funcion de las caracteristicas
de los métodos desarrollados y empleados en cada uno de ellos. Asi pues, aparecen cuatro

grupos que se Corresponden con:

1. Andlisis directos de muestras acuosas. En este caso se utiliza la técnica ATR-FTIR. Este
grupo incluye un tunico articulo, sobre la determinacién de nitriloacetato soédico en

detergentes liquidos de pH elevado por ATR-FT-MIR con celda de diamante.

2. Métodos de analisis por espectrometria FTIR que utilizan multiconmutacién. Se
incluyen tres articulos en este grupo, uno para el MIR (Infrarrojo medio) acoplado con
medidas ATR, un segundo también para el MIR pero con medidas de transmision vy,

finalmente, otro mas para medidas de transmisién pero en el NIR (Infrarrojo cercano):

2.1. Determinacion de a-olefinsulfonato sédico en detergentes liquidos por ATR-
FT-MIR.
2.2. Determinacién FT-MIR de benceno en gasolina.

2.3. Determinacién FT-NIR de hexythiazox en formulaciones fitosanitarias.

3. Métodos FT-MIR con extraccion previa del analito. En este grupo se presentan dos
articulos. En el primero de ellos se aplica la técnica de extracciéon denominada Extracciéon en

Fase Solida (SPE), y en el segundo la técnica PSE (Extraccién Presurizada con Disolvente):

3.1. Determinacion de methidathion y tricyclazole en aguas con preconcentracion

mediante SPE y posterior elucion en linea.
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3.2. Determinacion de grasa en leche en polvo, empleando la extraccién PSE.

4. Método de analisis FT-MIR con extraccion en linea. En este grupo se incluye un tnico
trabajo, correspondiente a la determinacién de succinato de doxilamina en especialidades

farmacéuticas con extraccién en linea.

En el Capitulo II (Objetivos) se presentan detalladamente los objetivos de esta Tesis

debidamente justificados.

Asi pues, esta Tesis esta centrada en los logros obtenidos y en las dificultades
encontradas a lo largo del desarrollo de los métodos de analisis FTIR propuestos, mas que
en los resultados en si mismos. Las lineas de investigacion que en su dia fueron
abandonadas por los resultados negativos obtenidos no se comentan en esta Tesis pero, de
alguna manera, si que han servido para encauzar y reconducir el trabajo hasta alcanzar los

objetivos fijados.
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Lista de acronimos

AQOS
ASE
ATR
(@Y
EPA
FA
FFT
FIA
FIR
FT
HG
HPLC

IR
LLE
MIR
MS
NIR
NTA
PFE
PLE
PSE
PTFE
SIA
SPE
UE
uv
VPG

a-olefinsulfonato sédico

Extraccion acelerada con disolvente (Accelerated Solvent Extraction)
Reflectancia Total Atenuada (Attenuated Total Reflectance)
Coeficiente de variacion

Environmental Protection Agency

Analisis en flujo (Flow Analysis)

Fast Fourier Transform

Analisis con inyeccion en flujo (Flow Injection Analysis)

Infrarrojo lejano (Far-Infrared)

Transformada de Fourier (Fourier Transform)

Generacién de hidruros (Hydride Generation)

Cromatografia liquida de alta resolucién (High Performance Liquid
Chromatography)

Infrarrojo (Infrared)

Extracciéon Liquido-Liquido (Liquid-Liquid Extraction)

Infrarrojo medio (Mid-Infrared)

Espectrometria de masas (Mass Spectrometry)

Infrarrojo cercano (Near-Infrared)

Nitrilotriacetato sédico

Extraccion presurizada con fluido (Pressurized Solvent Extraction)
Extraccion presurizada con liquido (Pressurized Liquid Extraction)
Extraccion presurizada con disolvente (Pressurized Solvent Extraction)
Politetrafluoroetileno

Analisis con inyeccion secuencial (Sequential Injection Analysis)
Extraccion en fase solida (Solid Phase Extraction)

Unién Europea

Ultravioleta

Generacién de fase vapor (Vapor Phase Generation)
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Infroduccion




(0] i
Q7 Capitulo I: Introduccion

I. Introduccion

1. Introduccion a la Espectroscopia vibracional

1.1. Origenes historicos de la Espectroscopia

La Quimica Analitica se sirve de técnicas instrumentales espectroscopicas desde
finales del siglo XIX. Por este motivo comenzaremos esta Introduccién con una breve
historia general de la Espectroscopia, para describir mas tarde los fundamentos tedricos de
las técnicas espectroscopicas vibracionales utilizadas en las investigaciones que dan origen a

esta Tesis Doctoral.

Se entiende como espectroscopia el estudio de los fendmenos de absorcion, emision
y dispersién de la radiacién electromagnética producidos por la interacciéon de ésta con la
materia -4tomos neutros, iones o moléculas-. La radiacion electromagnética se distingue en
funcién de su longitud de onda caracteristica. A grandes rasgos, la espectroscopia requiere
una radiacién procedente de una fuente, un selector de longitud de onda y un detector. Su
desarrollo se haya intimamente relacionado, por tanto, con el de la Optica y otras ramas de

la Fisica.

El primer antecedente clasico que se puede asociar con el concepto de
espectroscopia (del latin spectrum, imagen, y del griego oxozr€w, mirar) se corresponde con
la serie de experimentos llevados a cabo por Isaac Newton (1643-1727) a partir de 1665
(Hollas, 2004). En estos famosos ensayos, Newton estudié la descomposicién de la luz
blanca en bandas de diferentes colores conseguida con la ayuda de un prisma triangular.
Este fendmeno se conocia, no obstante, desde la Antigiiedad. El arco iris y otros fenémenos
meteorolégicos producen el mismo espectro de colores. Sin embargo fue Newton el primero
en identificar correctamente la descomposicion de la luz como causa de este efecto. Tendrian

que pasar mas de cien afios para que se diera otro paso importante en el campo de la

_2-
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Espectroscopia. En el afio 1800, el astréonomo William Herschel (1738-1822) midié la
temperatura de las bandas de luz producidas al descomponer la luz blanca con un prisma
(Davies, 1998). Advirtié que el termémetro media temperaturas mas altas conforme se
pasaba del extremo azul del espectro al rojo. Y mas alla todavia, en la zona en la que el ojo
humano no percibia color alguno, la temperatura continuaba en aumento. Denomind
infrarrojo (IR) a esta parte del espectro, que estd “mas alla” (Latin infra) del color rojo.
Puesto que el prisma estaba construido con vidrio y éste absorbe la radiacién en la regién
del espectro correspondiente al infrarrojo medio, Herschel habia descubierto el infrarrojo

cercano (NIR).

Un ano mas tarde, J. Ritter (1776-1810) detecta por primera vez la radiaciéon
ultravioleta al hacer incidir el espectro solar sobre cloruro de plata, encontrando la maxima
descomposiciéon del compuesto en la region espectral anterior al color azul (Meadows, 2001).
En 1802, William Wollaston (1766-1828) descubre lineas oscuras en el espectro solar. Una
década mas tarde, Josef Fraunhofer (1787-1826) estudia estas lineas con precisién, hasta
encontrar mas de 600 (lineas de Fraunhofer) (Meadows, 2001). Es en los primeros afios del
siglo XIX cuando se comienza a relacionar la naturaleza quimica de una sustancia con su
espectro caracteristico. Léon Foucault (1819-1868) es el primero en identificar los procesos de
absorcion y emision de la luz como origen de las lineas oscuras (absorcion) y las brillantes

(emisién) que aparecen en el espectro solar (Meadows, 2001).

A la par de estos avances, se desarrollan en aquellos afios las bases técnicas que
permitieron la puesta a punto de los primeros espectrégrafos. En 1830, L. Nobili (1787-1835)
describe el termopar, cuyo principio de funcionamiento es fundamental en la Espectroscopia
infrarroja: cuando incide un rayo de luz en la unién entre dos piezas de metales diferentes se
produce una corriente eléctrica debida al calor generado. Por otra parte, Langley (1834-1906)
construye en 1881 el primer bolometro, dispositivo que detecta el calor producido por la
radiacion infrarroja al producir cambios en alguna propiedad fisica del material que lo
constituye (Allegheny Observatory, 2001). En ese mismo afio Alexander G. Bell (1847-1922)

desarrolla una version primitiva de un detector fotoactstico, que utiliza un micréfono para
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captar el calentamiento de un gas encerrado en una celda hermética cuando incide radiacion

sobre ésta (Ciurczak, 1995).

Robert Bunsen (1811-1899) y Gustav Kirchhoff (1824-1887) sientan a partir del afio
1860 las bases del disefio de los instrumentos al construir un espectrégrafo con el que
obtienen los espectros de numerosos compuestos quimicos (Kirchhoff, 1860). De esta
manera consiguen descubrir los elementos Cesio, que presenta dos lineas de emisién de
color azul, y el Rubidio, que presenta dos lineas de color violeta. Son los primeros pasos de
la Espectroscopia de Emisién Atémica, y por ende, de la aplicacion de la espectroscopia al

analisis quimico.

La aplicacion de la Espectroscopia Infrarroja a la Quimica Analitica, si bien como
primeros balbuceos, surge con los trabajos de Abney y Festing en 1882, que obtienen
fotografias de los espectros IR de varias sustancias (Ciurczak, 1995). El empuje final a esta
disciplina lo realiza W. W. Coblentz (1873-1962), con la publicacién en 1905 de Investigations
of Infrared Spectra y diversos articulos (Coblentz, 1905). A partir de este momento, la
investigacion en el campo de la Espectroscopia Infrarroja prosigue con éxito. Durante la II
Guerra Mundial, el interés por el infrarrojo surge tanto de los Aliados como del Eje. Tras el
conflicto, el diseno de instrumentos asequibles y rapidos hace posible la expansion de la

técnica hasta los niveles actuales (Gilbert, 2000).

1.2. Fundamentos tedricos de la Espectroscopia MIR y NIR

Definiremos en primer lugar el concepto de radiacién electromagnética. Esta es una
forma de energia que presenta caracteristicas de corpuisculo y onda. Su origen se encuentra
en el movimiento de las particulas con carga eléctrica. Consiste en unos campos eléctricos y
magnéticos oscilantes, perpendiculares entre si y que se propagan en direccién
perpendicular a si mismos con velocidad constante. La radiacion electromagnética puede
estar polarizada, de modo que el campo eléctrico y el magnético oscilan en un plano
definido. Habitualmente, la radiacién no se encuentra polarizada, asi que en ella existen

campos oscilando perpendicularmente a su direccién de propagacion en todos los planos
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posibles. La Figura 1 reproduce el esquema de la radiacion electromagnética polarizada en

el plano.

Ae

Figura 1. Representacion de la radiacion electromagnética polarizada en el plano, siendo E el campo eléctrico y B el
campo magnético. De manera ilustrativa se indica la longitud de onda A, y la amplitud Ag, para el componente eléctrico

de la radiacion.

El componente eléctrico de la radiacién se puede expresar como:

E= At sen (2nvt + ¢) {1}

donde E es el campo eléctrico para un tiempo t, A es la amplitud maxima del campo, v es la
frecuencia o nimero de oscilaciones por unidad de tiempo y ¢ es la fase de la onda. De
manera analoga se define la componente magnética de la radiacién, utilizando la amplitud

maxima del campo magnético, en este caso As.

1.2.1. El espectro electromagnético

De todas las propiedades inherentes a la radiacion electromagnética, las mas

utilizadas para su clasificacion en Espectroscopia son la longitud de onda A y sus

magnitudes relacionadas frecuencia v y nimero de onda v. En el vacio, se define:
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siendo ¢ la velocidad de la luz (2,998 x 108 m s'). Sin embargo, en el campo de la
Espectroscopia Infrarroja se utiliza de forma generalizada la magnitud nimero de onda v,
cuya unidad es cm’. Esta magnitud se define como 1/v. En la Figura 2 se indican las
diferentes regiones en que se divide el espectro electromagnético, o conjunto continuo de
radiaciones electromagnéticas de diferente frecuencia. La intensidad de la radiacion es

proporcional a la amplitud mientras que la energia lo es a .

La energia total de una molécula se define como suma de las energias de los

distintos niveles energéticos posibles:

Etotal = Eelectrénica + Evibracional + Erotacional + Etraslacional {3}

Cada uno de estos términos energéticos se corresponde con transiciones de niveles
de energia en los que estan implicados electrones, vibraciones, rotaciones y traslaciones de

la molécula.

En el caso de las técnicas espectroscopicas vibracionales, entre las que encontramos
la Espectroscopia IR, la absorcién de radiacién electromagnética provoca cambios en la
vibracién de los diferentes atomos o grupos de atomos de la molécula respecto de la

posicién media de los enlaces.

Las diferentes técnicas espectroscopicas se basan en la interaccion de la radiacion
electromagnética con la materia. Un atomo o molécula se encuentra en un determinado
estado energético. Al interaccionar con la radiacion electromagnética, el estado de la
molécula puede cambiar, de tal modo que se puede expresar la variacion de energia entre

los dos estados AE como:

AE=hv {4}
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ecuacion que nos indica que el cambio de energia estd cuantizado, es decir, que sdlo son

posibles unos determinados valores de energia, siendo h la constante de Planck.

ENERGIA
Electronicos Nucleares }
L eme---oEOUL e - UG >
____Vibracionales __ _ _ >
<~ Rotacionales___
Spin
<_N_uglgaf» . Infrarrojo ° Ultravioleta
Ondas de Microondas Lejano  Medio  Cercano  Visible Cercano Lejano Rayos X Rayosy
radio (FIR) (MIR)  (NIR)
A um 25 25 0.77
Anm 770 390 200 10 0.05
ocm’ 0.033 3.3 10 40 400 4000 13000 26000 50000

Figura 2. Regiones del espectro electromagnético. Se indica el tipo de niveles energéticos asociados a cada una de

las regiones y los limites de éstas (Hollas, 2004).

La interacciéon de la radiacion electromagnética con la materia (para simplificar
llamaremos a la materia M en el estado fundamental y M* en el estado excitado,
considerandola como molécula) puede ocurrir a través de tres procesos diferentes (Hollas,

2004):

i) Absorcién inducida: M + hv — M*, donde M representa la molécula en el estado

energético fundamental y M* la misma molécula en el estado excitado.

ii) Emision espontanea: M*— hv + M, donde la molécula se des-excita emitiendo

radiacion hv.

iii) Emisién estimulada: M* + hv — M + 2hv, donde la absorciéon de radiacion
electromagnética por la molécula en el estado excitado provoca la des-excitacion de ésta con

emision de radiacion.
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La absorcion inducida es el fendmeno basico que explotan las técnicas
espectroscopicas vibracionales utilizadas en esta Tesis. A continuacién trataremos de los

fundamentos especificos de la Espectroscopia Infrarroja.

1.2.2. Espectroscopia IR

La parte del espectro electromagnético que se corresponde con transiciones
vibracionales, denominada infrarrojo (IR), se divide habitualmente en tres regiones como
consecuencia de su diferente uso en aplicaciones practicas, la instrumentacién que se
requiere para su generacion y deteccién y la naturaleza de las transiciones vibracionales
implicadas. Estas tres regiones son: IR cercano entre 13000 y 4000 cm™ (NIR), denominado asi
porque se encuentra a continuacion de la region visible del espectro; IR medio entre 4000 y
400 cm; e IR lejano (FIR) entre 400 y 10 cm™!. Trataremos en primer lugar las generalidades

de la teoria del IR medio (similar para el FIR) y después las peculiaridades del NIR.

La frecuencia con la que vibra una molécula diatémica es igual a la de un oscilador

armonico, que se define segun la ley de Hooke (Coates, 2000) como:

2n\
donde k es la constante de fuerza y p la masa reducida de la molécula diatémica [(m1
m2)/(m1+ m2)]. De esta manera, la constante k es una medida de la fuerza del enlace entre los
atomos 1y 2 de la molécula. En consecuencia diferentes enlaces tendran k diferentes y, por

tanto, su frecuencia de vibracion v sera distinta.

De la Mecénica Cuéntica (ecuacion de Schridinger) se deduce el valor de la energia
para los niveles energéticos del oscilador armoénico, que se identifica para una mayor
sencillez con la molécula diatémica. La exposicién de tal deduccién (Hollas, 2004) sobrepasa
los objetivos de esta Introduccién y por tanto obviaremos su desarrollo completo, asi que la

ecuacion resultante se expresa como:
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E=(v+%hv, {6}

donde Ev es la energia del nivel vibracional “v” de la molécula, v es el nimero cuantico
vibracional, y vo es la frecuencia de vibracién en el estado fundamental, que se obtiene de la
expresion clasica {5}. La absorcion de radiacion electromagnética de frecuencia igual a la del
oscilador arménico produce un cambio en el estado energético vibracional de la molécula.
En otras palabras, la radiacion IR provoca cambios en la vibracion de las moléculas. Es la
absorcion de esta radiacion la que detectamos en la Espectroscopia IR. Por otra parte, la
ecuacion {6} es una aproximacién en la que se asume que la molécula diatémica se comporta
como un oscilador arménico. En realidad, existe un efecto de anarmonicidad, de manera que

intervienen mas términos en la expresion de Ev (Figura 3).

Energia
Potencial

Energia de
disociacion

Figura 3. Curva de energia potencial para un oscilador armoénico (curva discontinua) y para un oscilador anarménico

(curva continua), con sus niveles energéticos, en funcion de la separacion entre los dos atomos oscilantes (r).

Modos de vibracion

El nimero de vibraciones diferentes que puede presentar una molécula depende de
los grados de libertad vibracionales de ésta. Una molécula no lineal de N atomos tiene 3N-6
modos fundamentales de vibracion. Para una molécula lineal, los modos de vibracién son

3N-5. Sin embargo, la sola existencia de modos de vibracion no es condicion suficiente para
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que una molécula sea activa en el IR. Estrictamente, la vibracién sera activa cuando se
produzca un cambio en el momento dipolar de la molécula como consecuencia del
movimiento de vibracién (Figura 4), lo que constituye la regla de selecciéon del IR. El

momento dipolar escalar 4 (no confundir con masa reducida) se define como:

p=qd {7}

donde q es la carga eléctrica total y d la distancia. De este modo, si la distancia d entre dos

atomos varia también lo hard g y, en consecuencia, tal vibracién sera activa en el IR.

P&

1717 7

I I

i

Campo
eléctrico

Figura 4. Esquema de la dependencia del momento dipolar de una molécula diatémica con la vibracién.

Los modos de vibracién de una molécula dependen, como hemos visto, de la

estructura espacial y del nimero de atomos de ésta. En general, pueden ser de dos tipos:

i) Vibraciones de tension, que producen una variacion en la distancia que separa los
atomos.
ii) Vibraciones de deformacion, en las que se produce un cambio en los angulos de

enlace entre los diferentes atomos.
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Caracteristicas del espectro IR

Como veremos a continuacién, pueden existir bandas que no se deban a
vibraciones fundamentales. Dos frecuencias fundamentales pueden sumarse generando
bandas de combinacién, y también pueden aparecer bandas debidas a mdltiplos de las
frecuencias fundamentales o sobretonos (Steele, 2000). En resumen, en un espectro IR

apareceran mayor o menor numero de bandas dependiendo de:

a) Los modos de vibracién posibles (3N-6 6 3N-5).

b) Los cambios en el momento dipolar (regla de seleccion).

c) La aparicién de bandas de combinacion.

d) La existencia de sobretonos.

e) La regién en la que aparecen las frecuencias fundamentales (si estan fuera de
4000-400 cm™ no apareceran en un espectro de IR medio).

f) La intensidad de las bandas fundamentales.

g) Los solapamientos de bandas de frecuencia similar.

h) La degeneracion de los modos de vibracion.

En la Figura 5, a modo de ejemplo, se indican las bandas mas caracteristicas de algunos

grupos funcionales importantes.
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Figura 5. Esquema de las regiones en las que aparecen bandas de absorcion para diferentes grupos funcionales y su
intensidad relativa: f, fuerte; m, media; d, débil (Silverstein, 1998).

Para cuantificar la absorciéon de la radiacién, en Espectroscopia IR se utilizan de
manera habitual dos magnitudes diferentes. Estas se denominan Transmitancia (T) y
Absorbancia (A). Las medidas en Transmitancia son ttiles cuando se pretende identificar un
compuesto correlacionando las bandas del espectro IR de un patréon con la muestra

problema. La Transmitancia se define como:
I
T(%)=100— {8}
To

donde T es la Transmitancia expresada en porcentaje, I es la intensidad de la radiacién tras

atravesar la muestra e Io es la intensidad inicial.

La magnitud denominada Absorbancia se define como:
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A= long0 {9}

Mientras que la Transmitancia no esta relacionada linealmente con la concentracion
de un compuesto y por tanto no puede utilizarse con fines de analisis cuantitativo, la

Absorbancia si lo estd y ademas es aditiva:
A=alC {10}

donde L es el grosor de la celda que contiene la muestra o paso dptico, a es la absortividad y
C es la concentracion de la sustancia a cuantificar. Esta ecuacion se conoce como Ley de Beer-
Lambert y es el fundamento de los métodos de analisis cuantitativos por espectrometria IR,
objeto de la presente Tesis. Como ilustra la Figura 6, existen desviaciones de esta ley a causa

de:

a) El cambio del indice de refraccién del medio y las interacciones intermoleculares
que se producen para concentraciones elevadas del analito.

b) La formacion de enlaces de hidrogeno y equilibrios acido-base.

c) La dependencia de la absortividad respecto de la longitud de onda, debido a que

la instrumentacién no permite utilizar radiacién monocromatica pura.

Como hemos visto a lo largo de esta seccion, existen bandas que no se
corresponden con transiciones permitidas por la regla de selecciéon. Aunque aparecen en
toda la region IR, es en el NIR donde adquieren mayor relevancia practica. Por tanto,
trataremos el origen de estas bandas no permitidas centrandonos en la region NIR. Como ya
se ha indicado anteriormente, ésta se extiende entre los 4000 y 13300 cm™ y las bandas que
aparecen en la misma se deben a sobretonos y bandas de combinaciéon de frecuencias
fundamentales (Bugay, 2001). La ecuacion {6} se corresponde con los niveles de energia

vibracionales para una molécula diatémica que se comporta como un oscilador armdnico.
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A
B .
s ) ideal
o /
R desviaciones ,/
B B S
A e
N
C
| f _
A Pendiente=aL
- - ’/
= 7
7

Concentracién

Figura 6. Relacion ideal entre Absorbancia y concentracion y desviaciones de la misma.

Generalizando la ecuacién {6} para una molécula poliatémica:

3N-6
E(v1,v2,v3,..) = Z(vn%)hv {11}
i=1

donde v1, v2, v3 son los niveles vibracionales y vi el nimero cuantico vibracional (0, 1, 2,
3,...). Aqui la molécula es considerada como una serie de osciladores armoénicos diatémicos
independientes. La transicién de vi=0 a vi=1 es la permitida por la regla de seleccion y se
denomina vibraciéon fundamental. Si la transicion ocurre entre vi=0 y vi=2, 3,... se trata de un
sobretono. Por otro lado, si la transicion ocurre entre el estado fundamental y vi=l y vj=1
simultaneamente, entonces aparecen las bandas de combinacion. Estrictamente, estas
transiciones no estan permitidas por la regla de seleccién. Sin embargo, ésta se deriva de la
suposicion de que los osciladores son armoénicos. Esto no es mas que una aproximacién, ya
que las moléculas poliatdmicas se comportan como osciladores anarmonicos debido a la
interaccion entre los diferentes atomos (Hollas, 2004). Considerando la anarmonicidad del
oscilador, la expresion para los niveles de energia que se obtiene despreciando los términos

de exponente mayor que 2 resulta de la forma:

Ev= (v + ¥2) hwe — (V + ¥2)20e)e {12}

-14 -



Ak
[Q ; ] Desarrollo de métodos analiticos medioambientalmente sostenibles por espectrometria FTIR

donde e es la frecuencia vibracional (definida como v en la ec. {5}) y ae)e es la constante de
anarmonicidad. Tal expresion justifica la presencia de los sobretonos en los espectros IR,
especialmente en la region NIR. Al ser transiciones no permitidas, su intensidad es entre 10
y 1000 veces menor que la de las vibraciones fundamentales. En el NIR, los sobretonos
provienen de tensiones X-H (O-H, S-H, C-H, N-H). Los sobretonos pueden combinarse con
frecuencias fundamentales en lo que se denomina Resonancia de Fermi (Ciurczak, 2002). A
estas bandas hay que anadir las bandas de combinacién, que también provienen de

transiciones prohibidas y que en consecuencia presentan una débil intensidad.
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2. Instrumentacion y modos de medida

El impulso definitivo a la Espectroscopia IR aplicada a la Quimica Analitica se ha
producido a lo largo de la segunda mitad del siglo XX gracias al desarrollo de una
tecnologia que permite la obtencidn rapida y precisa de espectros IR. Hasta la década de
1980, la mayoria de los espectrometros IR eran dispersivos. Sin embargo, los modernos
equipos de Transformada de Fourier (FT) presentan grandes ventajas frente a los dispersivos
y, debido a la reduccién de su coste en los tltimos afios, han desplazado casi por completo a

estos ultimos.

2.1. Espectrometros de Transformada de Fourier

La obtencién del espectro IR con un equipo dispersivo implica la dispersién de un
haz de radiacion procedente de una fuente mediante un prisma o una red de difraccion. La
longitud de ondade la radiacién que atraviesa la muestra es seleccionada con un
monocromador, que deja pasar una estrecha franja de radiaciéon. Para obtener un espectro de
absorcion es necesario rotar el prisma o la red de difraccién, de tal modo que la muestra
reciba un estrecho haz de radiacién de longitud de onda Ai £ AAi diferente para cada punto
del espectro (que se corresponde con una posicion fija del elemento dispersor) hasta
completarlo. Este barrido de A se traduce en unos tiempos de medida del orden de minutos

para la adquisicion de un tnico espectro IR (Spraggs, 2000a).

En cambio, en un espectrometro de FT la radiacién de todas las longitudes de onda
se mide simultaneamente, objetivo que se consigue mediante el uso de un interferémetro y
de la aplicacion de la FT. De esta manera se necesitan tiempos de barrido tan pequefios

como 1 s, lo que supone una excelente eficacia en la obtencion de los espectros (Spraggs,

2000a).

En la Figura 7 se describe el esquema basico de los espectrometros FT que utilizan

el interferémetro de Michelson, que es el mas comin en estos equipos. La radiacion
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policromatica procedente de la fuente alcanza el beam splitter (divisor de haz) del
interferometro y es dividida en dos haces de igual intensidad: uno se refleja en el espejo fijo
y el otro en el espejo mévil, de tal manera que al unirse ambos haces de nuevo tras atravesar
por segunda vez el beam splitter, se produce el fenémeno de interferencias constructivas y
destructivas. Al variar la posicién del espejo movil varia la diferencia de camino 6ptico entre
los dos haces de radiacién policromatica y se obtiene el interferograma. Este es el registro de

la sefial que llega al detector frente a la diferencia de camino 6ptico (retardo).

Espejo movil

Beam splitter
Interferémetro
Espejo 4
colimador Espejo fijo
AN ( Detector del
laser
Fuente Laser de
IR referencia Detector IR

Muestra

Figura 7. Disefio optico basico de un espectrometro FT con interferémetro de Michelson.

Una vez obtenido el interferograma, el equipo digitaliza los datos y realiza
automaticamente la Transformada de Fourier. El interferograma de una radiacién
monocromatica es una funcién sinusoidal, que se puede expresar como coseno. El
interferograma de una radiacién policromatica equivale a la suma de las funciones coseno
de cada radiacién monocromatica que la compone. Mediante la FT se consigue convertir

esta funcién sinusoidal de sefial frente a camino 6ptico en otra funcién sinusoidal de sefial
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frente a longitud de onda o frecuencia (Figura 8). El algoritmo matematico FFT (Fast Fourier
Transform) fue desarrollado por Cooley y Turkey en 1965 y permite realizar la computacion

de la FT en un brevisimo lapso de tiempo (Spraggs, 2000a).

Sefial
Interferograma Espectro
Sefial
Diferencia camino Frecuencia v
optico x
+00 +o
B(v) = J.I(x)cos 2nvxdx I(x) = J-B(v)cos 2nvxdv
—o —00

Figura 8. Esquema de la aplicacion de la Transformada de Fourier (FT) en la obtencion de un espectro (sefial frente a
frecuencia).

El intervalo de frecuencias que se pueden identificar a partir del interferograma
depende de la longitud de éste, siendo necesarios al menos dos puntos por cada ciclo de la
frecuencia mayor (criterio Nyquist). Si no se aplica este criterio no se pueden asignar los
puntos inequivocamente a una tnica frecuencia, es decir, que la sefial obtenida para una

frecuencia es indistinguible de la obtenida para otra (Curbelo, 2000).

Por otra parte, la resolucion del espectro depende del espaciado de las frecuencias
proporcionado por la FT, que esta determinado por el recorrido del interferémetro. Las
frecuencias utilizadas en una FT son las que ajustan un ntmero exacto de ciclos en la
diferencia optica maxima del interferometro. La separacion de dos frecuencias es la inversa
de la diferencia maxima de camino 6ptico expresada en cm. Asi pues, una resolucion de 1
cm! requiere una diferencia de camino 6ptico de 1 cm, siendo ademas constante en todo el

espectro. No obstante, en la practica, la resolucion efectiva es ligeramente diferente a causa
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de las pequefias desviaciones de los haces producidas al reflejarse en los espejos. Este
problema se controla incorporando una apertura Jacquinot que reduce estas desviaciones
hasta un valor minimo (Spraggs, 2000a). A pesar de la disminuciéon de la energia que
alcanza la muestra y el detector, inherente al uso de este dispositivo, para una resolucién
determinada la intensidad de radiacién que alcanza el detector es mayor en un
espectrometro FT que en uno dispersivo con rendija rectangular como monocromador. Este
hecho se conoce como wventaja Jacquinot y es el motivo de la mayor sensibilidad de los

equipos FT frente a los dispersivos.

La escala del interferograma se establece mediante la sefial producida por un laser
He-Ne de A perfectamente definida (0.6328 pm) que se mide con un segundo detector. Al ser
radiacion monocromatica produce una sefial sinusoidal de periodo igual a la A del laser,
siendo la variable independiente el desplazamiento del espejo. En cada punto con sefial=0
del interferograma de este laser de referencia se mide la sefial de la radiacion del haz IR. Asi
se escala el interferograma con una precision mucho mayor que la conseguida con

espectrometros dispersivos, lo que se conoce como ventaja Connes (Spraggs, 2000a).

Con el objetivo de mejorar la relacion sefial/ruido, los espectrémetros FT-IR
promedian una serie de scans o barridos (N) obtenidos sucesivamente en las mismas
condiciones. La relacién sefial/ruido depende de JN y, por tanto, se puede aumentar
incrementando el nimero de scans acumulados por cada espectro obtenido. Esta relacion
sefal/ruido es mayor para un espectrémetro FT que para uno dispersivo, lo que se conoce
como ventaja Fellgett multiplex, debido a que se registran todas las frecuencias del espectro al
mismo tiempo (Gilbert, 2000). Por otra parte, como el espejo movil del interferémetro realiza
el recorrido completo para cada scan y tiene que volver a la posicién inicial antes de llevar a
cabo el siguiente barrido en un tiempo no despreciable, es necesario realizar una correccién
de fase para sumar adecuadamente los diferentes scans obtenidos, operacién que se realiza
antes de la transformacién, aunque existen equipos mas sofisticados que solucionan este
problema con dos detectores para la sefial procedente del laser de referencia.

Los espectrémetros FT-NIR utilizan fuentes mucho mads intensas, detectores mas

sensibles que los FT-MIR y se aplican a muestras con absortividad mucho menor que en el
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MIR. Asi pues, las ventajas de los espectrémetros de FT como la Fellgett multiplex y Jacquinot
no son aplicables, en general, a los espectrometros FT-NIR (Ciurczak, 2002). El exceso de
radiacion de la fuente puede incluso quemar la muestra. La principal ventaja de los FT-NIR
es su excelente resolucién, que permite resolver con mayor detalle las bandas caracteristicas
de esta region que, en muchas ocasiones, presentan un elevado grado de solapamiento. Este
hecho es de gran importancia en la regiéon NIR a causa del limitado nimero de bandas
caracteristicas de algunos de los compuestos mas analizados por espectrometria NIR: los
principios activos de preparados farmacéuticos. En la Figura 9 se representa el esquema del
espectrometro MPA (Multi Purpose Analyzer™) de Bruker, utilizado en el trabajo FT-NIR

que se incluye en esta Tesis.

El algoritmo FFT requiere que el nimero de puntos que son transformados sea
igual a 2". Sin embargo, para una resolucion determinada, el niumero de puntos no tiene por
qué coincidir con 2". Para solucionar este problema, se anaden tantos puntos con valor igual
a cero como sea necesario para que el total sea igual a 2". Este proceso se denomina zero-

filling y, aunque no cambia la resolucién, mejora el aspecto del espectro.

Por otra parte, la sefial sinusoidal del interferograma es finita, al ser finito el
recorrido del espejo movil del interferémetro. Esto implica que la funcién generada por FT
tenga una forma peculiar (Figura 10). Para mejorar su aspecto, se aplica la denominada
apodizacién (Spraggs, 2000a), que consiste en multiplicar el interferograma por una funcién
especial, cuyo efecto es el de alisar la funcién generada. Existen diversas funciones de

apodizacion (Triangular, Boxcar, Blackmann-Harris, Happ-Genzel,...).

Un espectrémetro de Transformada de Fourier requiere elementos diferentes
dependiendo de la regién del IR en la que deba operar. En la Tabla 1 se resumen los
principales tipos de fuentes de radiacidn, detectores y beam splitters utilizados en estos

instrumentos.
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Figura 9. Esquema del disefio 6ptico del espectrometro MPA de Bruker, para una configuracion de medidas de
Transmitancia en el compartimento de muestra. A: fuente; B: filtro; C: interferometro; D: cubeta o vial de muestra; E:

detector.

Sefial i>

cm

\/v v\/ch vV Vv j

Figura 10. Efecto de la apodizacién en la funcién generada mediante la transformacién de Fourier. A: funcién original

generada por FT; B: funcion obtenida tras la apodizacion.

Un espectréometro FT-MIR tipico tiene un beam splitter de Ge/KBr con una
resolucion maxima de trabajo del orden de 1 cm™? y un detector de sulfato de triglicina
deuterada (DTGS). Este es un detector térmico, que convierte en una sefial eléctrica el
cambio de temperatura que sufre el elemento sensible al incidir sobre €l la radiacién IR.
Funciona a temperatura cercana a la ambiente. Tiene tiempos de respuesta < 1 ms,

permitiendo trabajar perfectamente con tiempos de barrido de 1 s para una resolucion de 4
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cm!. Ha sido el detector utilizado en la mayoria de los trabajos presentados en esta Tesis. En

cuanto al beam splitter, el Ge/KBr es el mas comun, teniendo una ventana espectral amplia

que cubre toda la zona del MIR (4000-400 cm-?).

Region Intervalo cm™ Fuente Beam splitter Detector
NIR 15000-4000 Tungsteno- CaF,, cuarzo DTGS
halégeno PbS
InGaAs
InSb
MIR 7000-400 Ceramica (Nerst) KBr, ZnSe DTGS
Nicromo LiTa
SiC (Globar) MCT
InSb
FIR 400-20 Ceramica Mylar, Csl DTGS
Nicromo Si
Lampara de
mercurio

Tabla 1. Principales tipos de fuentes de radiacion, beam splitters y detectores utilizados en los espectrometros FT-IR.

En cuanto a los espectrometros FT-NIR, el beam splitter suele ser de cuarzo o de
CaF, con detector fotoconductor de PbS o de arseniuro de Indio y Galio (InGaAs), cuya
conductividad varia cuando incide radiacion electromagnética sobre él (Schuermeyer, 1999).
En el trabajo presentado en esta Tesis se ha utilizado una configuracién basada en un beam

splitter de cuarzo y un detector InGaAs.

2.2. Materiales de la celda de medida

Los materiales utilizados habitualmente para las celdas de medida por Transmisiéon
en el IR aparecen en la Tabla 2. En el caso del MIR suelen emplearse celdas con ventanas de
KBr y NaCl que permiten aplicaciones en la zona de la huella dactilar. Otros materiales
como el ZnSe y CaF: ofrecen una mayor resistencia pero limitan las posibilidades de trabajo

en la zona de menores nimeros de onda. Se utiliza un tipo de material u otro en funcién de
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las caracteristicas quimicas de la muestra y la zona del IR que se pretende utilizar en el

analisis.

Las disoluciones acuosas son incompatibles con las celdas de cristales
higroscopicos o solubles en agua, como el NaCl o KBr. Los acidos fuertes son especialmente
incompatibles con el ZnSe, puesto que reaccionan formando seleniuro de hidrégeno -
compuesto muy toxico- y provocan la destruccion fisica de la celda. Las ventanas de las

celdas que se han utilizado en los trabajos de FT-MIR que componen esta Tesis han sido de

NaCl, CaF:zy ZnSe.
Material Intervalo cm™ n % k Propiedades quimicas
CaF, 66000-1200 1.40 2.8 158 o Insol. en H,0, resiste acidos y bases
e Soluble en sales de amonio
BaF, 50000-900 1.45 3.3 82 e Baja solubilidad en H,O
e Sol. en acidos y NH,CI
Ge 5000-600 4.01 36 550 e Insol. en H,O
e Sol. en H,SO, caliente y agua regia
NaCl 28000-700 1.52 4.5 15 e Higroscopico
* Ligeramente soluble en alcohol y NH3
ZnSe 20000-500 2.43 17 150 e Sol. en acidos fuertes
KBr 33000-400 1.54 4.5 7 e Sol. en H,0, alcohol y glicerina
e Higroscoépico
Csl 33000-150 1.74 7.3 20 e Sol. en H,0 y alcohol. Higroscopico
Diamante  45000-10 2.40 17 7000 e Insol. en H,O, acidos y bases

Tabla 2. Caracteristicas de algunos materiales utilizados habitualmente en la construccion de las celdas de medida en
el IR (Guide for Infrared Analysis, Bruker Optics). n: indice de refraccién a 2000 cm™, %: Pérdida de Reflectancia por

superficie en porcentaje, K: Dureza Knoop.

Por lo que respecta a las medidas de Reflectancia total atenuada (ATR) el tipo de

material utilizado para el elemento dptico ha sido ZnSe y el diamante. Este destaca entre
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todos los materiales por su extraordinaria resistencia quimica y dureza, lo que le dota de
una gran utilidad en la construccion de elementos 6pticos y accesorios, alguno de los cuales

se veran con detalle mas tarde.

2.3. Modos de medida

La Espectroscopia IR permite la obtencién de espectros de una gran variedad de
materiales. En ocasiones es necesario obtener el espectro del material en su forma original,
ya sea liquido, solido o gas, simple o complejo, quimicamente inerte o muy reactivo. Existen
varias opciones para conseguir espectros utiles de una muestra en su forma original.

Podemos considerar los siguientes modos de medida:

i) Medidas por Transmision.
ii) Medidas por Reflectancia.

iii) Medidas por Fotoactstica.

A continuacién expondremos brevemente las caracteristicas de las medidas por
Transmitancia y Reflectancia, que se han utilizado en los trabajos que forman parte de esta

Tesis, y las implicaciones que éstas tienen en la configuracion de los equipos FT-IR.

2.3.1. Medidas por Transmisién

En las medidas por Transmision, el haz de radiacién IR atraviesa la muestra y
alcanza el detector. Parte de la radiacion es absorbida por la muestra, de tal modo que el
detector recibe una intensidad de radiaciéon menor que la inicial (ver ec. 8). Para la obtencion
de los espectros de esta forma a partir de la muestra directa, los sélidos se dispersan en un
liquido (fluorolube, aceite de Nujol) que se coloca entre las dos ventanas de la celda. Otra
opcidn consiste en fabricar un disco o pastilla de KBr mediante una prensa. En tal caso, unos
pocos mg de muestra sélida se mezclan de manera homogénea con unos 350 mg de KBr
perfectamente seco. Esta mezcla se introduce en un molde adecuado, se coloca en una

prensa y es sometida a una presion de ~12000 psi durante 1-2 min. Asi se consigue un disco
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que se coloca en un portamuestras. La obtencién de espectros de gases, al ser muy baja su
concentracion, requiere celdas con paso éptico mucho mayor, de varios centimetros. Para el
analisis de gases a nivel de traza, se utilizan celdas de multiples reflexiones, que aumentan
considerablemente el paso dptico sin aumentar el tamarfio de la celda y, por tanto, reducen el

volumen de muestra requerido para obtener medidas adecuadas.

Celdas de liquidos

Para obtener un espectro de un liquido por medidas de Transmitancia se dispone
de varias opciones. Con liquidos no volatiles puede extenderse una gota sobre una pelicula
de un polimero inerte como el PTFE o el polietileno. También se puede colocar una gota
entre dos ventanas de un material adecuado. Las celdas de liquidos pueden ser de espaciado
fijo (distancia entre las ventanas que define el camino éptico) o desmontable. Este tipo de
celdas se llenan manualmente con una jeringa. Sin embargo, en la metodologia de analisis
cuantitativo en la que se enmarca esta Tesis, se utilizan habitualmente micro-celdas de flujo

(Figura 11).

En éstas, el camino 6ptico es determinado por un espaciador de Pb o PTFE. La
disolucion entra por la parte inferior de la celda y sale por la superior con ayuda de una
bomba peristéltica o dispositivo similar. Como veremos mas adelante, permite la realizacion
de medidas en modo continuo o en modo batch sin que se requiera manipular la celda. Este
tipo de celdas de flujo pueden rellenarse y limpiarse en linea, de tal manera que se reducen
los posibles errores derivados del efecto memoria, dificiles de eliminar con celdas de
rellenado manual, se aumenta la repetibilidad y se evita la manipulacion de las disoluciones,

muchas veces tdxicas (Garrigues, 2000a).

-25-



(0] i
Q7 Capitulo I: Introduccion

2.3.2. Medidas por Reflectancia

Las medidas por Reflectancia se clasifican en dos modos: de reflexion interna y de
reflexiéon externa (Spraggs, 2000b). Las técnicas de reflexion interna se basan en la formacion
de una onda evanescente en el limite entre dos superficies con diferente indice de refraccién
(n). Si el haz de radiacién incide en el material con un angulo mayor que un valor critico, la
radiacion electromagnética no puede atravesar el medio de menor indice de refraccién. Asi
pues, el haz se refleja totalmente en la cara interna del cristal (ZnSe, Ge, diamante). Sin
embargo, la onda evanescente creada penetra ligeramente en el otro medio, tipicamente
unos pocos pm, interaccionando con la muestra y dando lugar a la absorcién por ésta de la
radiacion. El haz se puede reflejar varias veces en las caras internas del cristal (y por ende
penetrando de forma repetida en la muestra), aumentado asi la sensibilidad de la medida
(Figura 12). Este tipo de espectro se denomina de Reflectancia total atenuada (ATR). El
indice de refraccién del material del cristal determina la penetraciéon de la onda evanescente
en la muestra: a mayor n menor penetracién y, consecuentemente, la absorcion es menor,
obteniéndose espectros menos intensos. Un cristal de Ge con n= 4.0 producira espectros ATR
mas débiles que un cristal de ZnSe con n= 2.3. Por otra parte, la profundidad de la onda
evanescente es proporcional a la A del haz incidente, lo que se traduce en un aumento de la
absorcion respecto a un espectro de Transmisiéon para numeros de onda menores

considerando un mismo paso 6ptico aparente.

En general, se utilizan dispositivos ATR horizontales en los que la muestra liquida
o solida se coloca sobre el cristal, generalmente de ZnSe (Figura 13). Estos accesorios se
acoplan en los equipos FT-IR de manera sencilla. Para las muestras liquidas, basta colocar
una cantidad suficiente para que moje completamente el cristal de la celda, prestando
especial atencién a que no se formen burbujas sobre la superficie del mismo, lo que afectaria
enormemente a la repetibilidad de las medidas. Si la muestra es solida, hay que garantizar
que el contacto entre muestra y cristal sea completo. Esto se consigue ejerciendo sobre la
muestra una presion controlada y disponiendo de un tamarfio de particula pequefio y lo mas

uniforme posible.
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A
Placa
Retén Espaciador Retén frontal
Z I Salida
Ventana Ventana Entrada
Placa perforada

posterior

Figura 11. Celdas de flujo desmontables. A: partes de una celda de flujo. B: celda de microflujo Graseby Specac lista

para su uso.

Una variante de la técnica ATR es la que utiliza un cristal de diamante. De esta
manera se pueden producir grandes presiones sobre el cristal, lo que facilita especialmente
el analisis de solidos al asegurar un contacto mas efectivo y reproducible. En el caso de los
liquidos o disoluciones basta con depositar un pequefio volumen sobre el cristal sin
preocuparse por su reactividad quimica. Por otra parte, existe la variante de celdas ATR de
flujo, que trataremos mas adelante, ya que se ha utilizado en un trabajo de la presente Tesis.
Para este tipo de medidas también se pueden utilizar sondas ATR que se introducen

directamente en la muestra y combinan prismas y fibra éptica.
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Amplitudidel campo
eléctrico

¢ > dc

Figura 12. Esquema descriptivo de la reflexion total interna. A: reflexion total, angulo de incidencia ¢ > ¢c, siendo ¢c el
angulo critico; n4 > ny, siendo n4 el indice de refraccion del cristal; B: Onda evanescente formada en el limite entre los
dos medios. La linea horizontal gruesa indica la interfase de separacion entre los dos medios.

Reborde
metalico muestra
B A AW A

Haz de radiacién IR
de la fuente (Al detector)

Figura 13. Esquema de un accesorio ATR horizontal con la configuracién de cubeta para liquidos.

La Reflectancia externa de superficie y difusa tiene una consideracién diferente a la
Reflectancia interna. Es necesario un tratamiento matematico (transformacién Kramers-Kronig)
para obtener el espectro de absorbancia. Se utilizan estas técnicas para el analisis de

superficies y solidos en forma de polvo.
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3. Aspectos operativos de los métodos de analisis cuantitativo.

3.1. Tipos de operaciones analiticas y caracteristicas de los métodos

Como indica su titulo, esta Tesis se centra el desarrollo de métodos de analisis FT-
IR. Por tanto, es necesario sefialar los aspectos mas importantes de lo que se entiende como
método de analisis, haciendo especial hincapié en el disefio de los montajes experimentales
y su acoplamiento con los equipos de medida. Definiremos ahora los conceptos basicos que

nos ayudaran a introducir este tema.

Un método de andlisis cuantitativo comprende una serie de operaciones analiticas
individuales. Entre éstas encontramos el tratamiento previo y dilucién de la muestra, la
mezcla con reactivos, la adicién de un estandar, el proceso de medida, etc. Asi se debe
distinguir entre estas operaciones y los métodos de analisis como conjunto de aquéllas. Cada
una de estas operaciones puede realizarse, aunque no siempre, de dos maneras diferentes:
de forma discontinua y de forma continua. En general, nos referiremos al proceso de medida
como discontinuo o continuo, aunque también podamos hablar de métodos de analisis

discontinuos y continuos.

Segin este criterio, las medidas instrumentales pueden realizarse en modo
discontinuo o en modo continuo. En el modo discontinuo, se mide la sefial analitica de una
muestra discreta, y la informacion se obtiene de manera puntual. En el caso de las medidas
en modo continuo, el instrumento registra la sefial analitica continuamente con el tiempo,
pudiéndose monitorizar la respuesta. Sobre este punto profundizaremos en la seccién 3.1.2.
Generalizando para cualquier operacién analitica, ésta es discontinua (o en batch) cuando se
produce un cambio quimico o fisico de manera brusca, como pueda ser el tomar un
volumen de muestra con una pipeta, introducirlo en un matraz y completar el volumen con
disolvente. Cada paso se realiza de manera discreta, es decir, a saltos. En cambio, una
operacion realizada en continuo supone un cambio progresivo, como ocurre en la inyeccién

continua de muestra en una corriente de portador en un sistema de flujo. El que un método
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de andlisis utilice medidas en modo discontinuo o continuo dependera de las ventajas e
inconvenientes que tenga cada tipo de medida, en el contexto del problema analitico a

resolver.

Los objetivos y logros de esta Tesis, como veremos mas adelante, se centran tanto
en el tratamiento previo de la muestra como en el proceso de medida. Por tanto,
describiremos a continuacion las técnicas fisico-quimicas de extraccion de la muestra que se
han empleado en algunos de los métodos desarrollados en esta Tesis. Después, explicaremos
las caracteristicas del proceso de medida desde el punto de vista de los métodos
discontinuos y continuos. Finalmente, introduciremos el concepto de multiconmutacion,
que ha tenido un papel central en el desarrollo de varios de los métodos de analisis aqui

presentados.

3.1.1. Tratamiento de la muestra: técnicas de extraccion

Tres de los articulos que forman parte de esta Tesis estan relacionados con técnicas
de extraccion. En uno de ellos, la extraccion se realiza en linea y presenta peculiaridades que
comentaremos en el resumen de resultados; sin embargo ese trabajo se enmarca dentro de
los métodos de analisis en continuo sin que el proceso de extraccién requiera dispositivos
adicionales. Es en los trabajos con extraccion en fase sdlida (SPE) y de extraccion
presurizada con disolvente (PSE) donde se utilizan técnicas y equipos especificos de

extraccion que trataremos a continuacion.

Extraccion en fase solida (SPE)

La extraccién en fase solida se refiere a la separacién de algun constituyente
quimico de una muestra liquida fluyente en estado de no-equilibrio a través de la retencién
en un solido y la posterior recuperacion de los constituyentes seleccionados mediante la
elucién con un disolvente adecuado (Wells, 2003). Esta técnica de extraccidon aparecié como

alternativa a la extraccion liquido-liquido (LLE), que es una técnica de equilibrio. En la
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practica, existe una gran variedad de adsorbentes que retienen un gran niimero de analitos

organicos, como puedan ser pesticidas, drogas o hidrocarburos.

En la Figura 14 se expone un esquema general de la metodologia basica de la SPE.
Cabe destacar que todos los procesos pueden realizarse en linea. En primer lugar, se
acondiciona la columna pasando un volumen determinado de un disolvente adecuado, que
activa la fase solida y permite que ésta retenga el analito. Después se hace circular la
muestra a través de la fase sdlida con un caudal adecuado para que se retenga
cuantitativamente el analito. A continuacién se puede realizar un lavado para eliminar

compuestos no deseados y finalmente se eluye el analito con el disolvente oportuno.

En general, se dispone de columnas o cartuchos rellenados con la fase sélida -
dispositivos que han sido utilizados en esta Tesis- con un tamano de particula entre 50 y 60
pum, dispuesta entre fritados de material inerte. También se pueden utilizar discos filtrantes
que contienen la fase sélida, adecuados para volimenes muy pequefios de muestra, y barras
magnéticas recubiertas de fase sdlida, que se introducen directamente en la muestra y

retienen el analito mientras agitan el liquido.

Una de las principales ventajas de la SPE es que los procesos de retenciéon y elucion
pueden realizarse en linea. De esta manera se evitan engorrosas manipulaciones de la
muestra que, en el caso de la LLE, son inevitables dado el caracter de no-equilibrio de la

técnica. En general, las ventajas de la SPE frente a la LLE son las siguientes:

- Evita la formacion de emulsiones.

- Disminuye el consumo de disolventes.

- Retencién y elucién en linea: posibilidad de automatizacion sencilla.
- Posibilidad de realizar una elucion selectiva y secuencial.

- Elevada preconcentracion del analito.

Esta altima caracteristica de la SPE la hace especialmente 1til cuando se emplea

conjuntamente con la espectrometria FTIR para llevar a cabo la cuantificacién de analitos en
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muestras con niveles de concentracién muy bajos, del orden de ppm, que habitualmente se
encuentran fuera de la sensibilidad de las técnicas vibracionales cuando se llevan a cabo
medidas directas. Es éste el caso de la determinacion de pesticidas en aguas (methidathion y

tricyclazole) que forma parte de la presente Tesis.

1) 2)

3)

* Compuesto no deseado

A Analito

@ Compuesto no deseado

Figura 14. Etapas de la SPE. 1) Acondicionamiento de la fase so¢lida. 2) Retencion. 3) Lavado. 4) Elucién.

De entre los distintos tipos de fases solidas de las que se puede disponer (de tipo
polar, apolar, de intercambio idnico, etc...) en los trabajos incluidos en esta Tesis se han

utilizado basicamente las de tipo Cs y Cis.
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Extraccion presurizada con disolvente (PSE)

Esta técnica, que se conoce también como ASE (accelerated solvent extraction), PFE
(pressurized fluid extraction) y PLE (pressurized liquid extraction), utiliza disolventes a elevada
temperatura (~ 100 °C) y presiéon (~ 1500 psi) para extraer cuantitativamente los analitos de
la matriz en la que se encuentran. Esta técnica, que fue desarrollada como alternativa a la
extraccion con fluidos supercriticos (SFE), ha demostrado en los ultimos afios una gran
utilidad, pasando a formar parte de un buen niimero de los métodos estandar que propone

la Environmetal Protection Agency (EPA) (Kou, 2003).

La elevada presiéon y temperatura afectan al disolvente, a la muestra y a sus
interacciones. La temperatura de ebullicion del disolvente se incrementa bajo alta presion,
por lo que la extraccion se puede llevar a cabo a temperaturas mas elevadas. Esto se traduce
en un aumento de la solubilidad del analito y de la velocidad de transferencia de masa,
ademads de debilitar la unién matriz-soluto debida a las interacciones de van der Waals,
enlaces de hidrégeno y atracciones dipolo-dipolo. La viscosidad y tension superficial del
disolvente se reducen al incrementar la temperatura, lo que facilita la penetracion de éste al
interior de la matriz. El efecto de la elevada presion también contribuye a tal resultado,
mejorando la extraccion del analito que se encuentra retenido en los poros del material de la

matriz (Kou, 2003).

Un equipo PSE consta basicamente de un depdsito de disolvente, una bomba, una
celda de extraccién, un horno, un vial colector y un depésito de nitrégeno (Figura 15). La
celda de extraccion es un tubo de acero inoxidable de paredes gruesas, que resiste las
elevadas temperaturas y presiones desarrolladas en el proceso (Figura 16). Estas celdas se
rellenan y limpian manualmente y de forma sencilla. El equipo PSE utilizado en esta Tesis
tiene un carrusel de 6 celdas que permite realizar la extraccion simultanea de 6 muestras, lo
que es muy adecuado para el analisis de rutina o cuando se tiene que procesar un elevado

numero de muestras.
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La celda se rellena con la muestra mezclada con un material inerte (Ottawa sand o

similar) para evitar una posible compactacion de la muestra que pudiera obturar la salida.

Todo el sistema estd automatizado. Una vez que se colocan las celdas llenas de
muestra en el carrusel, éstas quedan herméticamente selladas mediante mecanismos
mecanicos. El disolvente se inyecta hasta conseguir la presion seleccionada, siendo necesario
un lapso de tiempo de precalentamiento, tipicamente de unos 5 -10 min, en el que las celdas

son calentadas hasta que alcanzan a temperatura seleccionada.

Figura 15. Esquema de un equipo PSE: 1, depésitos de disolvente; 2, bomba; 3, depdsito de Ny; 4, horno; 5, celda de

extraccion; 6, vial colector.

La extraccion puede ser: i) estatica, en la que se inyecta el disolvente, se mantiene
en la celda durante el tiempo programado y después se vacia la celda recogiendo el extracto
en un vial mediante una corriente de N, repitiendo este proceso cuantas veces se programe
o, ii) dinamica, en la que en cada ciclo se afade mas disolvente fresco, sin vaciar la celda
hasta el final del proceso de extraccién. En el trabajo realizado sobre la determinaciéon de

grasa en leche en polvo se ha utilizado extraccion estatica.
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Figura 16. Celda de un equipo PSE preparada para la extraccion. 1, rosca; 2, fritado metalico; 3, filtro de papel; 4,

muestra mezclada con material inerte; 5, material inerte; 6, boquilla de entrada; 7, boquilla de salida.

3.2. Métodos de analisis: modos de medida y disefio de montajes experimentales

Como ya hemos comentado, un método de analisis comprende una serie de
operaciones. Estas operaciones pueden llevarse a cabo manualmente o mediante montajes
experimentales (que en lo sucesivo denominaremos sistemas). Estos sistemas reproducen
todo lo que realizaria un operador humano, como diluir una muestra, de manera discreta o
en modo continuo, tanto fuera de linea (off-line) como en linea (on-line). El significado de

estos conceptos aplicados a un método de analisis no siempre es evidente.

Puesto que la clasificacién de los métodos y sistemas sobrepasa el propdsito de esta
introduccién, no profundizaremos mas en las diferencias entre ellos a nivel conceptual,
aunque se debe tener en cuenta que una cosa es obtener medidas en modo discontinuo o en
continuo y otra es realizar una dilucién o una extraccién fuera de linea o en linea. Con el fin
de una mayor claridad, en adelante hablaremos de métodos discontinuos cuando las
medidas sean en modo discontinuo, y de métodos continuos cuando las medidas sean en

modo continuo. Respecto al proceso de medida debemos tener en cuenta que en esta Tesis

-35-



(0] i
Q7 Capitulo I: Introduccion

las medidas se han realizado siempre sobre disoluciones o muestras liquidas y que a esta

situacion nos referiremos en lo sucesivo.

3.2.1. Medidas en modo discontinuo

Como se ha indicado, si las medidas se realizan en modo batch, se obtienen sefiales
puntuales. En el caso de que se emplee la espectrometria FTIR (aunque puede generalizarse
al empleo de otras técnicas instrumentales) la medida de una disolucién en batch debe ser
invariable con el tiempo (es decir, mientras se registra el espectro) de tal modo que el
resultado final consista en un tinico espectro que sea promedio de un ntimero determinado
de scans obtenidos consecutivamente de la misma disolucién. El espectro obtenido se utiliza
para cuantificar el analito en la muestra mediante la comparacion con un calibrado

preparado en las mismas condiciones.

Esta estrategia de andlisis es la que inicialmente requiere una menor complejidad
técnica. En este modo de medida, el tipo de transporte de la muestra hasta la celda de
medida es el que permite mejorar la eficiencia analitica o throughput. El transporte puede ser
manual, mediante dispositivos accionados por un operador humano o mediante equipos
robotizados. Estos tltimos son los que permiten la automatizacion de los métodos en batch
(Fifield, 2000). Las operaciones necesarias para llevar a cabo la medida en uno de estos
métodos en batch pueden ser tan simples como rellenar manualmente un vial o colocar una
gota de muestra en un cristal de ATR, y tan complejas como las que se realizan

automaticamente en los autoanalizadores clinicos.

Los métodos con medidas FTIR en batch que implican disoluciones suelen utilizar
micro-celdas de flujo (Figura 17), de manera que una bomba peristaltica o dispositivo
equivalente introduce la muestra en la celda. Si la medida se realiza con el flujo parado
(stopped-flow) es posible acumular un elevado niimero de barridos por espectro y, de esa

manera, aumentar la relacién sefial/ruido, mejorando la precision.
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Figura 17. Celda ATR horizontal de flujo de Graseby-Specac. La disolucién circula por un espacio minimo entre el

cristal de ZnSe y la placa metalica superior.

Cuando se utiliza el modo de stopped-flow, el proceso de medida es el mismo que si
se realizara el rellenado de la celda manualmente, pero de una forma mas practica y eficaz.
Basicamente el proceso consiste en introducir disolvente fresco manteniendo el flujo, y tras
un tiempo necesario para llenar la celda, se detiene el flujo con el fin de obtener el
background del disolvente. A continuacion se introduce la muestra hasta que ésta desplaza
completamente al disolvente de la celda, se detiene el flujo y se mide. Este proceso se puede
repetir en un tiempo razonable tantas veces como requiera el andlisis. Ademas, la velocidad
de transporte se puede aumentar incrementando el flujo. Esta estrategia de transporte de la
muestra hasta el instrumento FTIR permite reducir el consumo de muestra y disolvente,
ademads de minimizar las contaminaciones cruzadas al llevar a cabo la limpieza en linea de
la celda y evitar la manipulacion por parte del operador de las muestras y disolventes,
muchas veces tdxicos. La aspiracion a través de la celda favorece un menor consumo y
supone un menor efecto memoria. Ademas, la utilizacion de micro-celdas supone un menor

volumen de muestra y disolvente consumido y de residuos generados durante el analisis.

Métodos con medidas en modo discontinuo son los que se han utilizado en los
trabajos de determinacién de grasa en leches en polvo, en el de ATR con celda de diamante
y en el de determinacién de tensioactivos en detergentes por ATR-multiconmutaciéon en

stopped-flow.
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3.2.2. Medidas en continuo

En los métodos que utilizan medidas en modo continuo, la concentracién del
analito se mide sin interrumpir un flujo de liquido (o gas). Existen muchos tipos de métodos
continuos de analisis; los dos mas importantes son los FIA, flow injection analysis, y SIA,
sequential injection analysis. Las diferencias entre ambos son diversas y no profundizaremos
mas en éstas, puesto que en esta Tesis se han utilizado métodos FIA o variantes mas o
menos cercanas a la idea del FIA.

Segtn la definiciéon de Rézicka y Hansen (Razicka, 1981) un método FIA esta
basado en la inyeccién de una muestra liquida en una corriente de flujo no segmentado de
un liquido adecuado. La muestra inyectada forma una zona, que es transportada hacia un
detector que registra continuamente la absorbancia, potencial de electrodo, o cualquier otro
parametro fisico, mientras se modifica continuamente como resultado del paso del material
de la muestra a través de la celda de flujo. La técnica se basa en una combinaciéon de
inyeccién de muestra, dispersion controlada y cronometraje. En una revision mas moderna,
Fang define el FIA como una técnica no cromatografica de analisis cuantitativo en flujo,
llevada a cabo mediante la manipulacién reproducible de las zonas de muestra y reactivos
en una corriente de flujo bajo condiciones de no equilibrio termodinamico (Fang, 1993). Esta
definicién referida al equilibrio nos lleva a tratar, de manera mas general, los métodos de
analisis en flujo (FA). Este tipo, que engloba todos los métodos continuos, implica el uso de

un portador o carrier que lleva la muestra hasta el detector (Figura 18).

A las ventajas de los métodos de stopped-flow frente a los métodos en batch
manuales cabe anadir para los de andlisis en flujo una mayor versatilidad, tiempos de

transporte reducidos y un consumo minimizado de muestra y reactivos.
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Figura 18. Esquema del montaje FA mas simple. B: Bomba peristaltica; A: disolvente portador o carrier; R: reactivo

(puede no ser necesario); M: inyector de la muestra; C: coil de reaccion o mezcla; D: detector; W: desechos.

3.2.3. Multiconmutacion

Como ya hemos mencionado en la seccién anterior, un sistema de analisis en flujo
configurado con una valvula -entendiendo configuracién como la disposicion fisica de los
elementos del montaje experimental- tiene dos estados posibles en los que el flujo se
conduce por un camino u otro (conmutacién) dependiendo del proceso que requiera en cada
momento el método de analisis (inserciéon de muestra o patrén, mezcla con reactivos, etc...).

En la Figura 19 se describe de manera simple un sistema de este tipo.

Figura 19. Representacién de las configuraciones posibles para sistemas con una Unica valvula (conmutacion): a)
sistema con dos entradas alternativas (IN4, IN;) y una salida (OUT); b) sistema con una entrada (IN) y dos salidas
alternativas (OUT,, OUT,). Las entradas o salidas pueden ser individuales pero no simultaneas.

En el caso de los sistemas de analisis en flujo convencionales el cambio de estado es
puntual, esto es, cada valvula es accionada una sola vez en cada etapa del proceso analitico.

Esta caracteristica limita las posibilidades operativas de estos sistemas, porque no se puede
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reconfigurar el sistema sin modificarlo fisicamente, o lo que es lo mismo, hay que quitar o
anadir elementos o cambiar la conectividad entre ellos. Sin embargo, el uso de valvulas
controladas electronicamente mediante un software especifico, con tiempos de respuesta
muy pequefos (ms) y con gran precision, permite la reconfiguraciéon del sistema en tiempo

real.

Si cada valvula origina dos estados diferentes, n valvulas dan lugar a 2" estados,
propiedad del sistema que se denomina multiconmutacion (Rocha, 2002). Esta ha sido
definida como una red analitica que implica la actuacién sobre la muestra de n dispositivos
activos (0 n operaciones con un unico dispositivo), originando 2" estados. La
multiconmutacién es una propiedad inherente a los sistemas de analisis en flujo que
presentan muchos estados. La aplicacion del concepto de multiconmutacion a los métodos
de analisis se ha desarrollado principalmente en Brasil, de la mano de los profesores F. P. B.

Rocha y B. F. Reis de la Universidad de Sao Paulo (Rocha, 2002).

La diferencia entre un sistema de analisis en flujo y uno con multiconmutacion es
muchas veces muy sutil, y no se refiere tanto a la utilizaciéon de varias valvulas como a la
capacidad del sistema para realizar gran cantidad de procesos propios de los métodos
analiticos -como puedan ser: diluciones, adiciones de patrén o reactivos- sin necesidad de
desmontar el sistema para reconfigurarlo de nuevo manualmente. Por esta razén, un
sistema que disponga de muchas valvulas puede que no implique multiconmutacién
mientras que otro con una unica valvula si puede hacerlo, cuando ésta se utilice para

realizar varias operaciones diferentes.

Consideremos a modo de ejemplo el sistema descrito en la Figura 19. Existen dos
estados posibles: un estado en el que la entrada de flujo se produce por la via IN1 y un
estado en el que la entrada de flujo se produce por la via IN2. En un sistema de analisis en
flujo convencional, la activacion de la valvula mantiene uno de los estados (p. €j, la entrada
IN1 abierta) durante un tiempo dilatado; en cambio en un sistema con multiconmutacion se

puede cambiar de estado rapidamente: podemos activar la valvula durante dos segundos,
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desactivarla durante medio segundo, repetir el proceso cuantas veces sea necesario y

cambiar los tiempos de activacion de la valvula sin tocar el sistema.

De esta manera, una muestra puede ser sometida a diversas operaciones, como
puedan ser el mezclado con un reactivo o un estandar o una dilucién con disolvente, siendo
la valvula solenoide de tres vias (Figura 20) el dispositivo fundamental mas utilizado con
este fin, aunque también se puede disponer de otros elementos validos como son las

microbombas y valvulas de otros tipos.

Figura 20. Valvula solenoide de 3 vias.

En la valvula de tres vias, que es la que se ha utilizado en esta Tesis, el flujo es
conducido por una salida u otra dependiendo de si existe o no paso de corriente eléctrica a
través de un solenoide (Figura 21). Este acttia atrayendo un pistén que cierra una de las
salidas mientras abre la otra. Cuando hay paso de corriente se dice que la valvula se

encuentra energizada, y si no lo hay se dice que esta desenergizada.

La valvula solenoide se controla desde un PC mediante el software adecuado,
habitualmente programado en lenguaje Basic. El PC se conecta a una placa electrénica que
contiene los elementos necesarios para convertir la intensidad y voltaje de la corriente en los
adecuados para que se activen las valvulas solenoides conectadas a la misma al recibir la
senal eléctrica procedente del PC (Figura 22). La conexion entre el PC y la placa se realiza a

través de un puerto, p. €j. el de la impresora. A la valvula desenergizada le corresponde el
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valor de bit 0, y a la valvula energizada, el valor de bit 1. En el Apéndice I se trata con mayor
profundidad el software utilizado en los trabajos de multiconmutacién desarrollados en esta

Tesis.

Como se ha mencionado anteriormente, las valvulas solenoides de tres vias tienen
tiempos de respuesta de ms, lo que permite la modificacion del estado del sistema en tiempo
real. En cuanto a la precisiéon en su funcionamiento, se pueden programar tiempos de
insercién tan pequefios como 0.1 s sin encontrar problemas de repetibilidad, tiempos que
suponen, considerando la posibilidad de utilizar caudales muy bajos, voliumenes de

insercion del orden de pL.

A)

Figura 21. Esquema del funcionamiento de la valvula solenoide de 3 vias configurada como una entrada fija y dos
posibles salidas. A) Valvula desenergizada o de bit 0, donde r es la entrada de corriente; s el solenoide; p el piston de
cierre; e la entrada del flujo; fo la salida para bit 0. B) Valvula energizada o de bit 1, siendo f; la salida del flujo en este
estado.
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Figura 22. Placa de un sistema de multiconmutaciéon que permite controlar hasta seis valvulas solenoides. 1: entrada
de corriente de 12 V proveniente de la fuente de alimentacion; 2: resistencias; 3: chip; 4: leds indicadores; 5: conexién
de las valvulas (dos en este caso); 6: cable conectado al puerto de impresora.

A continuacién veremos el fundamento de las operaciones que permiten llevar a
cabo los sistemas con multiconmutaciéon. En la Figura 23 se describe el esquema de un
sistema que permite la dilucién en linea de la muestra con una tinica valvula solenoide. Si
activamos la valvula (bit 1) durante un tiempo determinado (tm), la muestra es insertada en
el sistema y su volumen sera proporcional a éste. Como en el estado en el que la valvula se
encuentra desenergizada (bit 0) es el portador el que circula por el sistema, el volumen de
muestra sera insertado entre dos voliumenes de portador. Estos pequefios volimenes se
denominan slugs. Si se repite el proceso de insercion de slugs de muestra entre slugs de
portador, se consigue la mezcla de la muestra con éste. La causa de la mezcla es la
dispersion axial. Esta se produce a lo largo de todo el sistema y su efecto es garantizado por
el coil de longitud adecuada para conseguir una mezcla completa. El resultado de este
proceso en tandem es la dilucion de la muestra con el carrier. Sin embargo, la concentracion
de la muestra sera variable a lo largo del sistema en un tiempo determinado, lo que se refleja

en el registro de la sefial frente al tiempo.
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Figura 23. Dilucion en linea mediante un sistema con multiconmutacion. A) Montaje: M, muestra; C, carrier; V, valvula
solenoide de tres vias; B, bomba peristaltica; R, coil; D, detector; W, desechos. B) Esquema de los tiempos de
insercion de muestra t, (azul) y carrier t.1; t,» se refiere al tiempo de carrier entre cada una de las tres réplicas,
consistiendo cada réplica en un numero igual de slugs con idénticos tiempos de insercién. La flecha indica la direccion
del flujo. C) Perfil de slugs correspondiente a las tres réplicas. D) Representacion de la distribucion de la muestra
cuando la mezcla es completa para cada réplica. E) Registro de la sefial frente al tiempo correspondiente a las tres
réplicas.

El mezclado sera mas eficaz cuanto mayor sea el nimero de slugs (n) y cuanto mas
pequefios sean éstos, puesto que existen 2n-1 superficies de contacto entre los slugs que

facilitaran la mezcla. La ventaja respecto a otros sistemas de flujo sin multiconmutacién
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reside en que el mezclado se inicia desde el primer paso, sin que afecte a la eficiencia del
analisis (Rocha, 2002). Esta estrategia de dilucién en linea se ha utilizado en los tres trabajos
de multiconmutacién incluidos en la presente Tesis. Con este principio de mezcla en tindem
se puede plantear un calibrado externo o una adiciéon estdndar en linea utilizando dos
valvulas de tres vias, con una tinica disolucidn stock de patrén, muestra original y carrier. Las
ventajas en cuanto al ahorro de tiempo, manipulaciones y contaminacién, ademas de la

sensible mejora de la repetibilidad y reproducibilidad son evidentes.

3.3. Acoplamiento con las técnicas vibracionales

Como ya hemos visto anteriormente, las técnicas vibracionales de FT-MIR y FT-
NIR presentan algunos problemas a la hora de la obtencién de las medidas, en funcién de
las caracteristicas fisicas de la muestra utilizada y la forma de transportar ésta al
espectrometro de FT. Veremos a continuacién cuales son estos problemas y como pueden

solucionarse.

En el caso mas simple de medidas por Transmitancia, que es el de los trabajos de

esta Tesis que han empleado medidas en stopped-flow, los inconvenientes se refieren a:

i) la integridad del camino dptico, es decir, que la celda se llene y no haya burbujas
cuando se realice la medida en flujo parado y,
ii) las distorsiones del espectro causadas por las diferencias en el indice de

refraccion de las disoluciones que atraviesan la celda.

Ambos problemas se solucionan apropiadamente teniendo la precaucion de llenar
la celda desde la parte inferior y seleccionando el material de las ventanas de la celda y el

carrier.

En el caso de las medidas por Transmision en la regiéon del NIR, ademas de los
problemas citados arriba hay que tener especial cuidado con los cambios de temperatura.

Las bandas de absorcién pueden aumentar o disminuir de intensidad de manera
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considerable en funcién de la temperatura (Kemeny, 1992). Los equipos FT-NIR suelen
incluir un portamuestras termostatizado con objeto de evitar las variaciones de temperatura
entre muestras y patrones cuando se realizan las medidas. Si el sistema es de flujo y se
realizan medidas en continuo, es recomendable termostatizar todo el sistema o, en su

defecto, asegurarse de que no se producen cambios de temperatura a lo largo de éste.

Respecto de los métodos con medidas en continuo por Transmision, si bien el
acoplamiento con la espectrometria FTIR no resulta excesivamente complejo, no esta exento
de limitaciones que exigen tomar una serie de precauciones. Primero, por la baja
sensibilidad de la técnica en si misma. Cada punto del registro de la sefal frente al tiempo
debe ser obtenido como promedio de varios scans. Una mayor resolucion temporal implica
un menor nimero de scans acumulados, con lo que la relacién sefal/ruido empeora. En
segundo lugar, por el efecto negativo que produce cualquier burbuja que atraviese la micro-
celda de flujo. Estos problemas se minimizan escogiendo bandas de absorcién del analito
que sean muy intensas y corregidas con una linea base adecuada, y utilizando caudales que
no produzcan sobrepresiones en el sistema. En la practica, es dificil aplicar ambas soluciones
satisfactoriamente. Es en este aspecto en el que debe incidir el disefio y puesta a punto de los

métodos de analisis en flujo como los que han sido desarrollados en esta Tesis.

Por otra parte, las medidas por ATR en modo discontinuo sufren de los mismos
problemas de sensibilidad que las medidas por Transmision. Ademas, en este caso hay que
utilizar disolventes que no sean muy volatiles o controlar su evaporacion para que no varie
la concentracion de analito en la superficie del cristal mientras se estan realizando las
medidas. Este problema se solventa con el uso de celdas ATR de flujo y con la medida en
modo stopped-flow o, en el caso de los accesorios ATR de diamante, mediante anillos
metalicos que mantienen la integridad de la gota de liquido analizado gracias a la tensién
superficial de éste. También hay que controlar los cambios de temperatura por la variacién

de intensidad de las bandas de absorcién.

Respecto a los dispositivos utilizados para conseguir el flujo de liquido, ya sea en

métodos de stopped-flow como en los de FIA y multiconmutacién, en la presente Tesis se han
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utilizado bombas peristalticas como la que puede verse en la Figura 24. Proporcionan
caudales aproximadamente constantes en un amplio intervalo de valores, tipicamente de 0.1
a 10 mL min'. Se pueden utilizar para impulsar el liquido o para succionarlo, siendo
preferida la segunda modalidad pues reduce la presencia de burbujas en el sistema y
requiere un menor volumen de disolucién en el caso de realizar las medidas en modo
stopped-flow. La bomba actiia mediante la presion que ejercen unos cilindros rotatorios sobre
un tubo eldstico; este movimiento “peristaltico” produce la aspiracién o impulsién del
liquido a través del tubo. Con disoluciones acuosas pueden utilizarse tubos de PVC. Si el
portador es un disolvente organico como el cloroformo, hay que tener la precaucion de

utilizar tubos especiales (Viton), pues los tubos de PVC son atacados por el disolvente.

Figura 24. Bomba peristaltica Minipuls 2 de Gilson.

El acoplamiento de las técnicas FT-MIR y FT-NIR con sistemas en flujo permite la
realizacién de adiciones estandar y extracciones en linea. Una adicién estandar en linea se
consigue adicionando pequefios volumenes de disoluciéon patrén a un flujo de muestra
constante. De esta manera se reduce considerablemente el tiempo de analisis. Por otra parte,
la extraccion en linea se lleva a cabo haciendo circular ciclicamente a través de la muestra un
volumen determinado del disolvente adecuado. Si la disoluciéon pasa por la celda de
medida, puede seguirse el proceso de extraccion registrando la sefial correspondiente al
analito. Asi se evita la manipulaciéon off-line de la muestra que suele ser causa de

contaminaciones y errores.
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Desde el trabajo pionero de Curran y Collier en el que se utilizaba un
espectrometro dispersivo acoplado a un sistema FIA para la determinacion de fenil
isocianato a 2270 cm™ utilizando CCls como carrier (Curran, 1985), el empleo del analisis en
flujo y la espectrometria IR como técnica de deteccion ha ido en aumento. En el mismo afio
en que aparecié el trabajo mencionado, Morgan et al publicaron un articulo sobre la
determinacién del octil sulfocianato utilizando una mezcla de etanol y agua como portador

(Morgan, 1985).

El primer trabajo en el que se recurrié a un equipo FTIR acoplado a un sistema FIA
se centraba en el estudio cualitativo de la descomposicion del 6xido de alildiidopropilamina
en un capilar, con la peculiaridad de que el portador era un fluido supercritico (Olesik,
1986). Un par de afnos después, Miller et al determinaron succinilcolina en disoluciones
acuosas de productos farmacéuticos (Miller, 1988). El trabajo de Guzman et al sobre mezclas
sintéticas de etanol, acetona y tetrahidrofurano, en el que se introducia la regresiéon por
minimos cuadrados parciales (PLS) como estrategia de calibraciéon, abrid nuevas
posibilidades al acoplamiento FIA-FTIR aplicado al analisis multicomponente (Guzman,

1991).

El primer trabajo conocido en el que se aplicéd el FIA-FTIR al analisis de muestras
reales proponia la determinaciéon de o-xileno en xilol utilizando hexano como carrier (de la
Guardia, 1992). Este mismo grupo de investigacion de la Universidad de Valencia continué
ampliando con éxito las aplicaciones de la técnica FIA-FTIR para la determinacién de
diversos analitos en matrices muy variadas —dedicaciéon que se mantiene a dia de hoy-,
como disolventes (Garrigues, 1992), gasolina (de la Guardia, 1993; Gallignani, 1993;
Gallignani, 1994a; Gallignani, 1994b), especialidades farmacéuticas (Garrigues, 1993a;
Garrigues, 1993b; Bouhsain, 1996), bebidas alcohdlicas (Gallignani, 1994c; Gallignani, 1994d)
y refrescos (Daughbouche, 1997, Bouhsain, 1999).

Por otra parte, desde mediados de los afios 90 un grupo de investigacion
perteneciente a la Universidad de Viena ha promovido el desarrollo de nuevas aplicaciones

y variantes del FIA-FTIR, principalmente orientado hacia problemas de caracter bioquimico,
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como la determinacion enzimatica de sacarosa (Lendl, 1995), el uso de un laser de cascada
como fuente de radiacion en el MIR (Lendl, 2000), la cuantificacion de iones metalicos en
muestras acuosas (Pérez-Ponce, 2000), el uso de sensores en flujo (Lendl, 1999), aplicaciones
clinicas (Rosemberg, 1994; Lendl, 1998; Krieg, 1996), medida de actividades enzimaticas
(Lendl, 1998; Krieg, 1996; Vonach, 1998; Schindler, 1999; Schindler, 1997; Schindler, 1998;
Schindler, 1998b), determinacion de azucares (Schindler, 1998; Schindler, 1998b; Le Thannh,
2000; Ayora-Canada, 2000; Schindler, 1998c; Lendl, 1997; Kellner, 1997; Schindler, 1998d) y el
acoplamiento HPLC-FTIR (Vonach, 1998b; Vonach, 1997), entre otros.

Un ejemplo ilustrativo de las posibilidades que plantea el acoplamiento del
analisis en flujo con la espectrometria FTIR como técnica de deteccidn es el trabajo de
Vonach et al sobre la determinacion directa de fosfato en bebidas. Dos alicuotas de la
muestra se mezclan con dos tampones de pH diferente y se obtienen los espectros
correspondientes. La diferencia de los espectros obtenidos a los dos pH permite la

cuantificacion del fosfato en la muestra (Vonach, 1997b).

El empleo de fases vapor para su andlisis por espectrometria IR ha supuesto
también un importante desarrollo del analisis FIA-FTIR. Ejemplos de aplicaciones con
generacion de fase gas (FIA-VPG-FTIR) son la determinacién de etanol en cloroformo
comercial (Lépez-Anreus, 1995) y la generaciéon de hidruros (FIA-HG-FTIR) (Gallignani,

2002), que demuestran la gran versatilidad de la espectrometria FTIR.

En los dos ultimos afios han sido publicados diversos trabajos orientados hacia el
acoplamiento FA-FTIR y otras estrategias encaminadas hacia la automatizacién del analisis
por espectrometria FTIR, tanto en fase gas como en fase liquida. En el trabajo de Coelho et al
(Coelho, 2006), se determina el nitrégeno en formulaciones de proteinas hidrolizadas
mediante la técnica VG-FTIR. Otro trabajo interesante es el de Cankur ef al (Cankur, 2005),
en el que los autores desarrollan un nuevo método para la determinacién de Pb mediante
FIA-HG-FTIR. Gallignani et al han logrado la determinacién de etanol en bebidas alcohdlicas
mediante FIA-FTIR. En este caso, el método implica una extraccion en linea liquido-liquido

con cloroformo, empleando una celda del tipo sandwich con una membrana de PTFE
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(Gallignani, 2005). Wei y Yang (Wei, 2005) proponen un método para la deteccién de
compuestos organicos volatiles en disolucién acuosa que requiere la separacion de éstos en
una fibra hueca porosa de polipropileno, en contracorriente. En el trabajo de Al-Alawi et al
se propone un método automatizado para la determinacion de acidos grasos libres y
humedad en aceites (Al-Alawi, 2006). Por otra parte, se ha continuado con la linea de
investigacion de nuestro grupo relativa al desarrollo de métodos de analisis automatizados.
Ejemplos de este esfuerzo son los trabajos publicados sobre la determinacén de buprofezin
en formulaciones de pesticidas (Armenta, 2005a), en el que se utiliza acetonitrilo como
disolvente, y sobre la determinacién de diuron (Armenta, 2005b), con cloroformo como

disolvente.

En el caso del desarrollo de métodos ATR-FTIR, recientemente han sido publicados
algunos articulos como el de Lucena et al (Lucena, 2006), en el que se propone un método
SIA-ATR-FTIR para la monitorizacién de los niveles de surfactante y grasa en los bafios

desengrasantes utilizados en la industria metaltrgica.

Asi pues, la busqueda de métodos analiticos basados en la espectrometria FTIR por
transmision y ATR-FTIR, acoplados con sistemas de flujo o en linea que pueden permitir

una automatizacion sencilla, sigue siendo necesaria en el campo del analisis cuantitativo.
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4. El papel de la espectrometria vibracional en el control de calidad

El proceso de fabricacion de un producto esta sujeto a la posibilidad de errores o
modificaciones fraudulentas de su composicién. Por este motivo, se hace necesario
comprobar antes de su comercializacion la calidad del producto fabricado. Y es en este
punto donde se recurre a métodos de analisis quimico que tienen como fin determinar si el

producto cumple con las especificaciones técnicas correspondientes.

Las caracteristicas deseables en un método de andlisis cuyo objetivo sea el control

de calidad son las siguientes:

1. Sensibilidad y precisién conforme los requisitos del producto.
2. Rapidez.

3. Bajo coste.

4. Facil automatizacion.

5. Minimo consumo de muestra y generacién de residuos.

La espectrometria FTIR es una técnica de andlisis que presenta ventajas y
desventajas respecto de su uso en el control de calidad frente a otras técnicas. Por un lado, es
una técnica poco sensible, lo que la convierte en poco adecuada para el andlisis de muestras
con contenidos de analito a nivel de traza. Sin embargo, no suele ser la situaciéon de los
principios activos de gran numero de productos. Ejemplos de este hecho son los analitos
determinados en los trabajos de esta Tesis: tensioactivos en formulaciones de productos de
limpieza, un pesticida en una formulacion fitosanitaria, benceno en gasolina, un principio
activo en una especialidad farmacéutica, grasa en leche en polvo. Todos estos analitos se
encuentran en concentraciones del orden de porcentaje, de manera que la escasa
sensibilidad de la técnica vibracional no representa un problema. Incluso esta baja
sensibilidad no es un obstaculo insalvable a la hora de determinar analitos como pesticidas
en aguas (methidathion, tricyclazole), puesto que se puede preconcentrar el analito facilmente,

como hemos demostrado en los trabajos correspondientes.
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La precision de los resultados obtenidos por la espectrometria FTIR puede ser
perfectamente aceptable en este campo de aplicacion. En cuanto a la rapidez en el analisis,
ya se ha comentado que un scan puede obtenerse en 1 s, lo que supone aproximadamente 0.5
min para un espectro tipico de 8 cm™ de resoluciéon obtenido acumulando 25 scans. Si
comparamos estos valores con el tiempo necesario para obtener un cromatograma (del
orden de 5-10 min), la etapa de medida resulta muy rdpida en un método FTIR. Por otra
parte, un equipo FTIR resulta econdmico puesto que apenas tiene mantenimiento en

comparacion con un equipo de HPLC.

En cuanto a la automatizacion, los sistemas de andlisis en continuo, especialmente
los que explotan la multiconmutacién, pueden ser acoplados con la espectrometria FTIR y
permiten desarrollar procesos automatizados de manera muy sencilla, aunque esta ventaja
no es exclusiva de esta técnica. Estas mismas estrategias de analisis en flujo consiguen
reducir el consumo de muestra y reactivos -y consecuentemente, minimizan la generacion
de residuos- cuando no los eliminan completamente, como son los casos de andlisis directo
de muestras mediante ATR y NIR (en vial), que presentan la potencialidad de ser técnicas

no destructivas.

No obstante, la espectrometria FTIR aplicada al control de calidad tiene una ventaja
insoslayable: la naturaleza del fenomeno vibracional de la absorcion de la radiaciéon que
proporciona una gran cantidad de informacién sobre las caracteristicas quimicas de la
muestra, caracteristica de la que carecen la mayor parte de las técnicas de analisis que
pueden aplicarse al control de calidad. Esta ventaja se utiliza en la prediccién de

propiedades de productos de la industria petroquimica, por ejemplo (Macho, 2002).
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5. Analisis medioambientalmente sostenible

La tendencia hacia el desarrollo de procesos y actitudes compatibles con el respeto
al medio ambiente en el ambito de la Quimica Analitica ha sido constante en los ultimos
anos, dentro del concepto denominado “quimica verde” o Green Chemistry. Con esta
denominacién se abarca una serie de practicas a llevar a cabo en los procesos fisico-quimicos

en general, que la EPA resume en 12 principios basicos (EPA, principles):

1. Minimizar residuos.

2. Disefiar compuestos y productos seguros para el medio ambiente.
3. Disefiar sintesis quimicas menos peligrosas.

4. Utilizar materias primas renovables.

5. Utilizar catalizadores y no reactivos estequiométricos.

6. Impedir la formacion de derivados.

7. Minimizar el gasto de reactivos.

8. Utilizar disolventes inocuos y condiciones de reacciéon mas suaves.
9. Incrementar la eficiencia energética.

10. Disenar productos y compuestos quimicos degradables tras su uso.
11. Analisis en tiempo real para evitar contaminaciones.

12. Minimizar el potencial de provocar accidentes de los procesos quimicos.

En este ambito también se emplea el término “medioambientalmente sostenible”
aplicado al analisis quimico, en el sentido de que la practica del proceso quimico o fisico sea
asumible por el entorno sin sufrir perjuicios insalvables. En cualquier caso, ambos términos
estan estrechamente relacionados, siendo mas radical el de Green Chemistry. Podemos decir
que el método de andlisis ideal deberia ser limpio, sin producir desechos ni consumir
reactivos o disolventes toxicos o nocivos. En la practica, resulta muy dificil cumplir siquiera
una unica recomendacién de la EPA. Existen técnicas que permiten el analisis directo o no
destructivo, pero que requieren gran energia o producen radiaciones ionizantes mientras

que otras utilizan grandes cantidades de disolventes y generan muchos residuos. La
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generacion de residuos en el andlisis quimico tiene mayor importancia de lo que pudiera
parecer en un principio. Los procesos mas especificos, como el analisis quimico, producen
mayor cantidad de residuos proporcionalmente, que las industrias tradicionalmente

consideradas mas contaminantes (Tabla 4).

Ratio kg subproductos/

Industria Residuos (toneladas)
kg producto

Petroquimica 10°%-10° <0.1
Productos P

o 10%10 1-5
quimicos
Quimica fina 10%10* 5-50
Farmacéutica 10-10° 25-100

Tabla 4. Residuos generados en las actividades de la industria quimica (Sheldon, 1997).

El principal desafio de la espectrometria FTIR en el campo de la Green Chemistry es
la reduccién o eliminacién de los disolventes tradicionalmente empleados en las medidas
por Transmitancia. Estos son disolventes organicos, con frecuencia téxicos y nocivos para el
medio ambiente. Destacan el disulfuro de carbono CS, el cloroformo CHCls, diclorometano
CH:Cl2 y el tetracloruro de carbono CCls. Los halocarbonados se encuentran entre los
compuestos organicos que contribuyen a la degradacién de la capa de ozono, por lo que el
Convenio de Viena para la Proteccion de la Capa de Ozono y el Protocolo de Montreal los
incluyen dentro de las sustancias cuyo consumo tiene que eliminarse o ser reducido hasta

niveles minimos (Protocolo Montreal, 2000).

A la dificultad de encontrar un disolvente adecuado para una sustancia
determinada se afiade por tanto la necesidad de evitar el uso de sustancias peligrosas para el
medio ambiente, incluido el analista. En el caso del CCls y CSz, su gran toxicidad
recomienda su eliminacién de los métodos de analisis FTIR. Disolventes menos peligrosos
como el CHCl: y CHCls deberian ser utilizados en cantidades minimas. Esto se puede

conseguir mediante la aplicacion de las estrategias de analisis en continuo ya mencionadas y
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el reciclaje de los disolventes. Por otra parte, el uso de las técnicas FTIR que permiten el
analisis directo de muestras acuosas por medidas ATR resulta especialmente compatible con

la idea de analisis medioambientalmente sostenible.
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6. Antecedentes de la Tesis

La espectrometria FTIR ha experimentado un importante desarrollo en los tltimos
anos. En la Figura 25 se puede observar la tendencia entre los afios 1992-2005 para el
numero de articulos publicados sobre esta técnica de andlisis. La btisqueda se ha realizado
mediante la base de datos ERL WebSpirs 5, introduciendo en cada caso como criterio de
busqueda ((FTIR in AB)) and (PY: ANAB= afio). Esta bisqueda, aunque no sea completa ni
muy precisa, es representativa del volumen total de trabajos que utilizan la espectrometria
vibracional por Transformada de Fourier como técnica de analisis cuantitativo. En este
sentido, puede ser til para conocer el estado actual y las perspectivas de desarrollo de estas

técnicas durante los proximos anos, en el campo del analisis quimico.

El nimero de articulos publicados que aparecen utilizando “FTIR” como criterio de
busqueda pasé de 149 trabajos en el afo 1992, a un maximo en el afio 1999 (231 trabajos),
principalmente debido a la comercializacién de nuevos equipos FTIR mas econémicos. A
partir de ese afio, la produccién parece haber disminuido de manera importante,
posiblemente por los problemas intrinsecos de la espectrometria FTIR como técnica de
analisis, es decir, las dificultades de encontrar disolventes adecuados y su baja sensibilidad.
Es en este punto donde se hace evidente la importancia de los trabajos presentados en la
presente Tesis, que tiene entre sus objetivos la ampliacién de las aplicaciones de las técnicas
vibracionales en el andlisis cuantitativo. En este sentido cabe destacar la contribucién de
nuestro grupo de investigacion, que en el periodo (1996-2005) ha publicado mas de 51

trabajos en este campo.

En el caso de los métodos FT-NIR, el niimero de trabajos publicados pas6 de 6 en
1997 a 9 en 2005, que hacen un total de 59 trabajos encontrados en este periodo bajo el
criterio de busqueda ((FT-NIR in AB)) and (PY:ANAB= afio). Sin embargo, el namero de
trabajos que aparecen bajo el criterio de busqueda ((NIR in AB)) and (PY:ANAB= ario) es de

1345, siendo 20 veces mayor que el obtenido con el otro criterio de busqueda,
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probablemente debido a que el uso de equipos de Transformada de Fourier no representa

grandes ventajas en la mayoria de aplicaciones en la region del NIR.
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Figura 25. Evolucién del numero de articulos publicados, segln los datos obtenidos de la base de datos WebSpirs,
utilizando en el criterio de busqueda (Concept): FTIR.

Finalmente, sélo aparecen 42 trabajos en el periodo 1992-2005 para el criterio de
busqueda ((ATR-FTIR in AB)) and (PY:ANAB= ario), frente a un total de 419 trabajos sobre
técnicas de ATR en general, que responde a la busqueda ((ATR in AB)) and (PY:ANAB=

afio).

Como se deduce de estos datos, existe un vacio importante en cuanto a aplicaciones
FT-NIR y ATR-FTIR en el andlisis quimico. En este contexto se enmarcan los trabajos que

forman parte de esta Tesis Doctoral.
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Capitulo |l
Objetivos
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II. Objetivos

La Espectrometria FTIR, tradicionalmente empleada en el analisis cualitativo, se ha
convertido en una técnica de enorme utilidad en el analisis cuantitativo debido al empleo de
celdas de liquidos, al acoplamiento de andlisis en flujo y el empleo de mezclas de
disolventes -lo cual ha ampliado el nimero de especies solubles-, la determinacién
simultdnea de varios componentes y la generaciéon de fases vapor. A este desarrollo ha
contribuido en buena medida nuestro grupo de investigacién dentro del Departamento de

Quimica Analitica de la Universitat de Valeéncia.

El desarrollo de métodos de analisis "limpios" o medioambientalmente sostenibles
también ha sido una preocupacién en este grupo de investigacion, con la puesta a punto de

metodologias analiticas que reducen el empleo de reactivos o los eliminan completamente.

El presente proyecto de Tesis supone aunar ambas lineas de actuacién: mejorando
y ampliando las aplicaciones analiticas de la Espectrometria vibracional en el analisis
cuantitativo, y contribuyendo a reducir los riesgos y efectos nocivos que ésta genera como
consecuencia de su mayor utilizaciéon, mediante el desarrollo de métodos analiticos
medioambientalmente sostenibles. Por otra parte, la necesidad de métodos de analisis
rapidos y de bajo coste aplicables al control de calidad de productos industriales sugiere la
puesta a punto o adaptacion de los métodos FTIR ya existentes con la finalidad de su

utilizacion en el analisis de rutina.

El objetivo principal del proyecto de esta Tesis Doctoral es el desarrollo de métodos
de analisis por espectrometria vibracional (FT-MIR y FT-NIR) orientados hacia el control de
calidad, esencialmente de un unico analito para cada tipo de producto, que impliquen un
consumo minimo de disolventes nocivos, que resulten rapidos y que puedan automatizarse

facilmente. Este objetivo se pretende lograr a través de:
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i) La reduccion de disolvente consumido, mediante:

a) Analisis directos por técnicas de reflectancia (ATR) que eviten la
manipulacién de la muestra.

b) La utilizaciéon de sistemas de extraccion/preconcentracion en linea.

c¢) El uso de estrategias de andlisis como el andlisis en flujo y la

multiconmutacion.

ii) El empleo de fases acuosas en sustituciéon de los disolventes organicos

tradicionales de tipo clorado y el analisis directo de muestras acuosas por ATR.

iii) La busqueda de disolventes alternativos.

iv) Desarrollo de estrategias para el tratamiento en linea de las muestras.

Esta Tesis se divide en cuatro partes, de acuerdo con las caracteristicas de los

trabajos realizados y que se han incluido en esta memoria:

1. Analisis directo por ATR-FT-MIR con celda de diamante: determinacién de

nitriloacetato s6dico en detergentes liquidos de pH elevado.

2. Métodos de analisis por espectrometria vibracional empleando

multiconmutacion:

2.1. Determinacion de a-olefinsulfonato sédico en detergentes liquidos por
ATR-FT-MIR.
2.2. Determinacién FT-MIR de benceno en gasolina.

2.3. Determinacién FT-NIR de hexythiazox en formulaciones fitosanitarias.
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3. Métodos FT-MIR con extraccion previa del analito:

3.1. Determinaciéon de methidathion y tricyclazole en aguas con
preconcentracién mediante SPE y posterior elucion en linea.
3.2. Determinacion de grasa en leche en polvo, empleando la extraccién

PSE.

4. Método de anélisis FT-MIR con extraccion en linea: determinacion de succinato

de doxilamina en especialidades farmacéuticas con extraccion en linea.
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Capitulo Il
Resumen
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III. Resumen de los trabajos y discusion de resultados

En esta seccién trataremos cada uno de los cinco articulos ya publicados y los dos

articulos pendientes de publicacion que forman la parte central de esta Tesis.

1. Anadlisis directo por ATR-FTIR con celda de diamante:

determinacion de NTA en detergentes

INTRODUCCION

La comercializaciéon de accesorios ATR de diamante ha supuesto un paso
importante en el analisis directo de muestras por espectrometria FTIR (Coates, 2000). Esta
técnica FTIR-ATR con celda de diamante se ha aplicado con éxito a diversos tipos de
analitos en matrices varias, como puedan ser la determinacién de glucosa y acido poli beta-
hidroxibutirico en Escherichia coli (Jarute, 2004), pesticidas en aguas (Colume, 2004),
discriminacion espectroscopica de bacterias (Winder, 2004), determinacién de alcaloides en
productos vegetales (Schulz, 2004), glucosa en micromuestras evaporadas (Diessel, 2004),
estudio de intermedios metabdlicos (Nakanishi, 2003), y la determinacién de carbohidratos,
alcoholes y acidos carboxilicos en vino, tras su separacion mediante HPLC (Edelmann,
2003). Sin embargo, todos estos tipos de muestras, aun siendo muy diversos, no representan

medios agresivos para las celdas ATR clasicas.

La idea germen de nuestro trabajo era conseguir la determinacién de un principio
activo en formulaciones de detergentes industriales con pH elevados (~11) cuya medida
fuese incompatible con las celdas ATR de ZnSe, de manera que la principal ventaja del ATR
de diamante —su extraordinaria resistencia quimica- fuese plenamente explotada. El analito

es el nitrilotriacetato sédico (NTA), una sustancia empleada como agente quelante en
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productos de limpieza industrial (Knepper, 2003). Esta sal esta considerada como
potencialmente cancerigena y es altamente nociva para los organismos acuaticos. El
principal interés en el control de esta sustancia en las formulaciones analizadas se debe

tanto a su papel activo en la limpieza como a su toxicidad.

Los métodos para la determinacién del NTA encontrados en las bases de datos
incluyen la polarografia (Esser, 2000) y la electroforesis capilar (Owens, 2000), pero en estos
trabajos so6lo se determina en forma de quelantes totales. Para la determinacién directa se
han propuesto métodos como la voltametria de redisolucion anédica (Voulgaropoulos, 1992;
Schoen, 1997) y la cromatografia liquida HPLC (Geshke, 1997). No obstante, estos métodos
resultan poco practicos para el analisis aplicado al control de calidad, por su bajo
rendimiento analitico (frecuencia de andlisis) y la complejidad de las técnicas y
procedimientos experimentales. Por tanto, se consideré el desarrollo de un método ATR con
celda de diamante-FTIR para el analisis directo de las formulaciones de limpieza industrial,

lo mas simple y practico que fuese posible.

RESUMEN Y DISCUSION

Explicaremos en primer lugar como se pone a punto un método de analisis por
espectrometria vibracional o la estrategia general de trabajo y después pasaremos a

comentar los resultados de este articulo en concreto.

El primer paso en el desarrollo del método consiste en la obtenciéon de los espectros
FTIR de las muestras disponibles y de un patrén del analito que se quiere determinar. Por
comparacion entre el espectro correspondiente al patrén y los espectros de las muestras se
puede inferir qué bandas son susceptibles de ser utilizadas para la determinacién
cuantitativa. La absorbancia de la banda en cuestion ha de ser proporcional a la

concentracion del analito en la muestra.

En el caso de la espectrometria FTIR, la eleccién del disolvente y del material de la

celda o cristal ATR es un paso previo al estudio de las condiciones experimentales. Por un
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lado, la absorcién debida al disolvente da como resultado un background con mucho ruido en
las regiones en las que aquél es menos transparente a la radiacién. De esta manera, las
regiones con un background muy elevado no pueden utilizarse para la cuantificacion del
analito. Por otra parte, el disolvente debera ser compatible con el material de la celda o del
cristal ATR. Si la determinacién del analito se hace directamente sobre la muestra sin
pretratamiento ni extracciéon de ningun tipo, entonces el disolvente debera ser el mismo en
la muestra y en los patrones. También es necesario comprobar el pH de todo lo que se va a

medir y asi verificar su compatibilidad con el material de la celda o del cristal ATR.

Si la determinacién del analito no es directa, entonces deben seleccionarse las
condiciones que aseguren la extraccidon cuantitativa del analito o, en su defecto, garanticen la
repetibilidad de la extraccion parcial para su utilizacion con fines cuantitativos mediante la
correccién correspondiente. Esto se consigue mediante la realizacién de estudios de
extraccion con el objetivo de crear un protocolo que permita la determinacién cuantitativa
del analito en el extracto (tipo de disolvente, volumen o masa de disolvente, tiempo de

extraccion).

Una vez que todos los estudios preliminares han permitido disponer de muestras
(o los extractos equivalentes) y patrones preparados en el disolvente adecuado, se debe
deducir qué bandas del espectro de la muestra son debidas al analito, y cuales entre ellas
son las mas adecuadas para la cuantificaciéon del mismo. Se estudian, por tanto, los
parametros que definen el criterio de medida que se va a utilizar como variable analitica
(area o altura de banda, linea base). Dependiendo de la exactitud y precision que tenga que
cumplir el método y las caracteristicas espectrales del disolvente utilizado, se selecciona el
criterio de medida mas adecuado. En general se selecciona un criterio para el que el
coeficiente de correlacién R? sea mayor o igual a 0.999, con el fin de asegurar una buena
correlacion entre la variable medida (y) y la concentracién de analito (x) a través de una
ecuacion del tipo y= ax+b. En el caso de que existan interferencias de alguna clase, debe
seleccionarse un criterio de medida que minimice los efectos de éstas en los resultados,

cuando no los elimine completamente. En ese caso se pueden utilizar muestras de
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concentracion conocida con el fin de ajustar el criterio de medida a los resultados mas
exactos y precisos.

Una vez seleccionado el criterio de medida es necesario escoger los pardmetros
correspondientes al proceso de adquisicién de los espectros FTIR. Los parametros dpticos
(apertura, ganancia) suelen fijarse de antemano en funcién de las caracteristicas de la celda

de medida que se va a utilizar.

Los parametros mas importantes para cuya seleccion es necesaria la realizacion de
los estudios correspondientes son: i) el nimero de scans acumulados por espectro vy ii) la
resolucion nominal. Aunque puede aplicarse un disefio experimental multivariante para
ello, la practica habitual consiste en fijar uno de los dos parametros, es decir, resolucién o
numero de scans, y ver como varia la precision y la relacion sefal/ruido al variar el otro
parametro. Se debe seleccionar un valor del parametro que dé como resultado una relacién
sefal/ruido y precisiéon maximas, a la vez que requiera un tiempo de medida que sea lo mas
pequeno posible. Con frecuencia, la tendencia de la variacién no es coincidente para la
relacion senal/ruido, la precision y el tiempo de medida y por tanto se debe seleccionar un
valor del parametro que represente un compromiso entre todas las caracteristicas deseables
de la medida (es decir, que sea precisa, sensible y rapida). Habitualmente, un mayor nimero
de scans acumulados mejora la precision y la relacion sefial/ruido, pero incrementa el tiempo
de medida. Por el contrario, una mayor resoluciéon nominal implica un mayor tiempo de
medida, mientras que una menor resolucién permite obtener un espectro mas rapidamente
pero se pierde informacién. En el caso de bandas muy anchas, puede ser ttil disminuir la
resolucion para aumentar la rapidez del analisis. Sin embargo, si las bandas son muy
estrechas, seran necesarias resoluciones mayores para resolverlas y por tanto el tiempo de
analisis se incrementara. Qué resolucién y niimero de scans son los mas adecuados se decide

en funcion de las caracteristicas del método que se pretende desarrollar.

Llegados a este punto, debe realizarse el analisis de las muestras en las condiciones
seleccionadas, determinando el analito por interpolacién directa en la curva de calibrado
obtenida para los patrones, medidos como las muestras. En el caso de que sea necesario

realizar una adicidn estandar, la concentracion de analito se obtiene por extrapolacion en la
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curva correspondiente. Esta se obtiene midiendo los patrones preparados por adicién de
cantidades crecientes de analito a diversas alicuotas de la muestra. Si los resultados
obtenidos por la modalidad de analisis pertinente (directa o por adicién estandar)
concuerdan con los obtenidos mediante un método de referencia, o con los valores reales si
son muestras de concentracion perfectamente conocida, entonces se considera viable la
aplicacién del método desarrollado. A veces puede ser necesaria la realizacion de estudios
de interferencias en los que se investiga el efecto que tiene la presencia de interferentes en la

determinacion del analito.

Finalmente, la exactitud del método se comprueba mediante estudios de
recuperacion, en los que se analizan muestras a las que se les ha adicionado cantidades
conocidas del analito. Si la cantidad de analito encontrado en cada muestra adicionada es
aproximadamente igual al 100 % del analito realmente adicionado, entonces se considera

que el método es exacto y se da por valida su aplicacion.

En este trabajo se presenta un método para la determinacién directa del agente
complejante nitrilotriacetato sodico (NTA) en detergentes liquidos alcalinos. Las medidas se
llevan a cabo en modo discontinuo en la regién del MIR (4000-600 cm™), empleando un
accesorio ATR de diamante. En este dispositivo, se coloca una gota de muestra o patréon

sobre el cristal de diamante y se registra el espectro correspondiente.

La muestra es acuosa y por tanto los patrones también lo son, realizandose la
determinacién directa del NTA gracias a que el espectro ATR-FTIR del agua, al contrario
que el espectro FTIR obtenido por Transmision, presenta un background adecuado en la zona
en que aparece la banda de absorcién del grupo carbonilo del NTA (entre 1604.5 y 1546.6

cm?).

Asimismo, en este trabajo se utiliza un cristal ATR de diamante porque las
muestras son muy alcalinas y cualquier otro material disponible (Ge, ZnSe) resultaria

atacado con la consecuencia de la destruccion de los elementos dpticos del accesorio ATR.
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Como es habitual en el desarrollo de un nuevo método de analisis por
espectrometria FTIR, se realiz6é un estudio preliminar de los espectros correspondientes de
una muestra de cada formulacién disponible y de un patréon de NTA (Figura 26). Cada
formulacién presenta una composicion diferente, oscilando la concentraciéon de NTA entre
el 62 y el 925 % (m/m). De la formulacion F1 se disponia de dos muestras reales
procedentes de la fabrica (batch), tres de F2, dos de F3, dos de F4 y tres de F5. Ademas, de
cada formulacién se prepard una muestra de referencia a escala de laboratorio (por ello

denominada muestra de laboratorio).

En la Figura 26 puede observarse la similitud entre los espectros de las diferentes
muestras acuosas y el espectro del patron acuoso de NTA. La banda mas evidente del NTA
se corresponde con la absorcién del grupo carboxilato alrededor de 1600 cm. Se encuentra
en una region del espectro ATR-FTIR en la que el background del agua es pequefio y por
tanto se dedujo que podria utilizarse esta banda como punto de partida para el desarrollo

del método de analisis.
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Figura 26. Espectros ATR-FTIR de las diferentes formulaciones (F1, F2, F3, F4, F5) de detergente liquido y de un
patron de NTA al 7.81 % (m/v). Condiciones de medida: 50 scans acumulados, 8 cm™" de resolucion nominal.
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Las condiciones experimentales de medida que se estudian en este trabajo son: i) el
numero de scans acumulados, ii) la resolucion nominal, iii) el tiempo de residencia de la gota

sobre el cristal ATR con y sin anillo protector.

Respecto al nimero de scans acumulados, el estudio para muestras y patrones
indic6 que con 50 scans se obtenian resultados que representaban un buen compromiso entre
precision y relacidon sefial/ruido y por tanto fue seleccionado como el mas adecuado. La
precision obtenida con 50 scans acumulados era menor del 0.4 % y la medida requeria 23.5 s

de tiempo para una resoluciéon nominal de 8 cm™.

Por otra parte, el estudio del efecto de la resoluciéon nominal en la sensibilidad y
precisién de las medidas nos condujo a la conclusién de que 8 cm era la resolucion mas
adecuada en este caso. Resoluciones mayores alargaban considerablemente el proceso de

medida y resoluciones menores provocaban importantes distorsiones en los espectros.

La determinacién directa de disoluciones por la técnica ATR de diamante —FTIR
requiere depositar una gota de la disolucion de la que se pretende obtener el espectro sobre
el cristal de diamante. Esta gota esta en contacto con el aire y por tanto puede sufrir una
evaporacién parcial durante el tiempo que se necesita para obtener el espectro. La tasa de
evaporacién depende fundamentalmente de: i) la volatilidad del disolvente, ii) la superficie
de la gota, iii) la temperatura. Si se produce evaporaciéon significativa, entonces la
concentracion del analito aumenta en la disolucién y la absorciéon debida a éste aumentara
de intensidad. Si este proceso afecta en proporcion diferente a muestras y patrones y si se ve
modificado de manera importante por las condiciones ambientales en el momento de la
obtencion de los espectros, el efecto producido serd una pérdida de exactitud y precision del
método. Asi pues, resulta necesario un estudio previo de la variacién de la banda
correspondiente al analito en funciéon del tiempo de medida, para asegurarse de que durante
la obtencién del espectro —en el proceso de analisis- no se vayan a producir variaciones

significativas de la concentracion de analito.
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En el caso que aqui nos ocupa, tanto las muestras como los patrones eran acuosos y
cabia esperar poca evaporacion en las condiciones ambientales en las que se realizaban las
medidas. Sin embargo, la naturaleza de las muestras —detergentes liquidos- implicaba la
presencia de tensioactivos. Estas sustancias tienen la propiedad de disminuir la tensién
superficial de las disoluciones, por lo que una gota que las contenga tendera a extenderse

sobre el cristal aumentando la superficie y por ende, la evaporacién.

Para evitar este problema, el accesorio ATR empleado dispone de un anillo
metalico que se coloca sobre la celda y en el que se deposita la gota a medir, de tal modo que
ésta no puede extenderse mas alla del limite del anillo. Sin embargo, el uso del anillo acarrea
un grave inconveniente: se debe limpiar perfectamente antes de ser utilizado para una
muestra diferente. Mientras que el cristal se limpia radpidamente con agua desionizada y
papel —puesto que el diamante no se raya-, la limpieza del anillo requiere mucho mas
tiempo, alargando el andlisis. Por tanto es preferible no utilizar el anillo mientras sea
posible. Para evitar sorpresas y asegurar la robustez de la medida directa sin anillo, se
realizé el estudio del efecto del tiempo que esta la gota sobre el cristal frente a la sefial

correspondiente al analito.

Este estudio demostrd, tanto para muestras como para patrones, que tiempos de
residencia sobre el cristal ATR por debajo de 1 min no suponian variaciones significativas de
la sefial por evaporacion del liquido. Puesto que los 50 scans acumulados suponian tan solo
23.5 s de medida, se decidi6 finalmente realizar las medidas sin ningtn accesorio protector

(anillo metalico).

Una vez seleccionadas las condiciones experimentales mas adecuadas a través de
los estudios ya comentados, se pasd a la seleccion del criterio de medida. Para ello se
evaluaron diferentes criterios de medida para la determinacién directa del NTA en las
muestras (alturas y areas de pico corregidas con diferentes lineas base). Aunque tanto la
precisiéon como la correlacion obtenidas para cada uno de los criterios evaluados fueron
excelentes, fue necesario recurrir al analisis de las muestras de referencia (muestras de

laboratorio) para seleccionar el criterio de medida que evitaba el efecto de las interferencias
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producidas por los otros componentes de las formulaciones. El criterio de medida
seleccionado fue el area de pico entre 1604.5 y 1546.6 cm™, corregida con una linea base

establecida entre 1743.3 y 1365.3 cm’.

Por otra parte, se descubri6 que la protonaciéon del grupo carboxilato afectaba
drasticamente a la posicion e intensidad de la banda de absorcion ATR-FTIR
correspondiente. La Figura 27 muestra el efecto de la protonacion del carboxilato en el area
de pico seleccionada. Sin embargo, todas las muestras analizadas y patrones se encontraban
dentro del intervalo de pH entre 11 y 12, zona en la que no se producia ninguna variacién en
el area de pico seleccionada, lo que permitié la determinacién directa del NTA en las

muestras sin realizar ajustes de pH.

Llegados a este punto se analizaron todas las muestras disponibles, tanto las de
referencia como las muestras batch procedentes de la fabrica. En la Tabla 5 se muestran los
resultados obtenidos en este andlisis directo. Como se puede observar, el error es menor del
1 % para las formulaciones F1, F2 y F4. Para la formulacién F3 se obtiene un error algo
mayor (1.8 %), pero incluso en el caso de F5, con un error del -3.6 %, es posible la aplicacion
del método desarrollado, pues el error entra dentro del nivel de exactitud exigible en un
control de calidad de este tipo de producto. E1 CV varia entre el 0.5 y 2 %. La exactitud del
método desarrollado se verificé mediante estudios de recuperacion, encontrandose valores

en torno al 100 % en todos los casos.

Se evalud el analisis por adicién estandar para la formulacién F5, que presentaba
un blanco de Youden claramente no nulo que sugeria la presencia de efecto matriz en esta
formulaciéon. Mediante la adicién estandar se obtuvo un error del 1.9 % respecto del
contenido de la muestra de referencia preparada en el laboratorio. Por tanto, se recomienda
finalmente la aplicacion del analisis por adicién estandar a la formulacién F5, mientras que

para las otras formulaciones se recomienda el analisis directo.
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Figura 27. Efecto del pH en los valores de area de pico entre 1604.5 y 1546.6 cm™ (corregidos con una linea base
establecida entre 1743.3 y 1365.4 cm™) para un patrén al 10% de NTA (m/v). Condiciones de medida: 50 scans
acumulados, 8 cm™ de resolucion nominal. Se indica con una elipse el conjunto de los valores correspondientes a las

muestras analizadas en este trabajo.

% NTA (m/m)

Muestra Error %
Valor de referencia ATR-FTIR

F1 batch 1 7.95 7.90 £ 0.03 -0.7
F1 batch 2 7.95 8.124 + 0.014 2.2
F1 laboratorio 7.95 7.95+0.03 0.0
F2 batch 1 9.25 9.37 £ 0.03 1.3
F2 batch 2 9.25 9.38 £ 0.05 1.4
F2 batch 3 9.25 9.45+0.03 21
F2 laboratorio 9.25 9.332+0.013 0.9
F3 batch 1 7.07 7.24 £0.03 24
F3 batch 2 7.07 7.30 +0.02 3.2
F3 laboratorio 7.07 7.20 £ 0.05 1.8
F4 batch1 6.80 6.99 + 0.08 2.8
F4 batch2 6.80 6.800 + 0.004 0.0
F4 laboratorio 6.80 6.867 £ 0.015 1.0
F5 batch 1 6.22 6.087 +0.017 -2.1
F5 batch 2 6.22 5.990 + 0.018 -3.7
F5 batch 3 6.22 6.08 + 0.03 -2.1
F5 laboratorio 6.22 5.994 + 0.012 -3.6

Tabla 5. Resultados obtenidos mediante el método desarrollado para muestras de detergentes liquidos comerciales
(Fn batch) y para las muestras de control preparadas en el laboratorio (Fn laboratorio).
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CONCLUSIONES

Este trabajo presenta un nuevo método de analisis directo por ATR-FTIR con celda
de diamante de NTA en detergentes liquidos fuertemente alcalinos. El desarrollo del
método ha implicado una serie de estudios de los parametros FTIR y de las caracteristicas
analiticas mas importantes. El método desarrollado presenta una excelente frecuencia de
analisis de 50 determinaciones independientes por hora y cada medida requiere tan s6lo 0.2

mL de muestra o patrén.
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2. Desarrollo de métodos de analisis por espectrometria vibracional

con multiconmutacion

En este area se han realizado tres trabajos. En cada uno de ellos se explota una
caracteristica diferente de la multiconmutacién acoplada a la espectrometria vibracional por

medidas de Transmision (FT-MIR, FT-NIR) y Reflectancia (ATR-FTIR).

2.1. Determinacion ATR-FTIR de a-olefinsulfonato sodico: sistemas con

multiconmutacion y medidas en modo stopped-flow

INTRODUCCION

Como hemos comentado en la seccion 1.1, las técnicas de ATR permiten la medida
directa de muestras acuosas, siempre que sean compatibles con el material de la celda. En
este caso, disponiamos de una celda ATR horizontal con un cristal de ZnSe. Por tanto, el pH
de las muestras a medir no podia ser muy diferente de 7, debido a que la degradacion del

cristal se produce a pH mas elevados.

Esta técnica habia sido aplicada con resultados prometedores al control de calidad
de materias primas y productos industriales (Garrigues, 2000b; Mossoba, 2001).
Aprovechando que se nos habia presentado un problema analitico —determinacién en
detergentes industriales de pH neutro del surfactante aniénico a-olefinsulfonato sédico- se
investigo las posibilidades del empleo del MIR para la cuantificacion del principio activo en

las muestras acuosas.

Por otro lado, el acoplamiento FTIR- FA estaba proporcionando nuevas
perspectivas al analisis FTIR (Cadet, 2000; Garrigues, 2000a), aun implicando el consumo de
cantidades relativamente elevadas de muestra y disolventes. La experiencia previa en el

desarrollo de sistemas con multiconmutacién (Ventura-Gayete, 2004) sugeria un
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acoplamiento entre ésta y la espectrometria ATR-FTIR, que hasta entonces no tenia ningtin
antecedente, en vista a realizar el proceso de medida en stopped-flow e incrementar asi la
sensibilidad del método (Aratijo, 1995). Asi pues, se procedid a desarrollar un método ATR-
FTIR con multiconmutacion y medidas en stopped-flow para la determinacién de o-

olefinsulfonato s6dico en detergentes acuosos.

RESUMEN Y DISCUSION

En este trabajo sobre la determinacién ATR-FTIR de a-olefinsulfonato sédico (AOS)
en muestras de detergentes liquidos de uso industrial, las medidas se realizan en stopped-
flow utilizando un sistema con multiconmutacion, en vistas a la posible automatizaciéon del
método. En este caso se aprovecha la estrategia de multiconmutaciéon como via para evitar la

manipulacion de la celda ATR para su limpieza y llenado.

De manera previa al disefio del sistema con multiconmutacién se estudiaron los
parametros propios de la espectrometria ATR-FTIR. En primer lugar se estudiaron las
caracteristicas de los espectros ATR-FTIR tanto de las muestras como de los patrones
acuosos con el objetivo de evaluar la viabilidad del método que se pretendia desarrollar. Las
muestras y patrones se introducian por succién en la celda ATR de flujo mediante una
bomba peristaltica y los espectros se obtenian en modo stopped-flow, es decir, con el flujo
detenido. En la Figura 28 se muestran los espectros de una muestra y varios patrones de
AOS en la region espectral de interés, pues fuera de esta zona no se observaba una
correspondencia clara entre las bandas del AOS y las de la muestra. La banda alrededor de
1040 cm? era la tnica que permitia la determinacion directa del AOS sin que hubiese

interferencias importantes.

En consecuencia, se evaluaron de forma exhaustiva diferentes criterios de medida
basados en la banda a 1040 cm!. Finalmente se optd por utilizar el area de pico entre 1049.1
y 1034.6 cm™ corregida con una linea base establecida entre 1020.2 y 995.1 cm'. Este criterio

de medida era el que proporcionaba los resultados mas exactos y precisos.
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Figura 28. Region del espectro ATR-FTIR en el que aparecen las bandas mas significativas del AOS. A: espectros de
los patrones de AOS en agua; B: espectro de una formulacion de detergente liquido. Los espectros de los patrones
estan desplazados sobre el eje y para una mayor claridad. Las condiciones de medida son: 100 scans acumulados, 8

cm™ de resolucion nominal.

A continuacién se seleccionaron los parametros i) nimero de scans acumulados por
espectro y ii) la resoluciéon nominal, buscando un compromiso entre sensibilidad, precisién
y rapidez de las medidas. De esta manera se seleccionaron 100 scans acumulados y una
resolucion nominal de 8 cm™! como parametros mas adecuados para la determinacién del

AOS en detergentes en modo stopped-flow.

Una vez seleccionadas las condiciones de medida mas adecuadas, se paso al disefio
de un sistema con multiconmutacién que permitiera la obtencién de los espectros en modo
stopped-flow a la vez que se facilitara y acelerara el proceso de limpieza de la celda. Tras
diversos ensayos, se construyd un montaje con 4 valvulas solenoides controladas desde un
PC mediante un programa en Qbasic creado ad hoc. Un esquema de este montaje se puede

ver en la Figura 29.

La valvula Vs tiene como misién insertar burbujas de aire en el sistema que facilitan
la limpieza de la celda. A través de la valvula V: se puede insertar un patréon o una

disolucion de limpieza, segtin el tipo de muestra que se vaya a medir (como veremos mas
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tarde, el sistema puesto a punto permitia la obtencion de los espectros ART-FTIR en modo
stopped-flow de diferentes tipos de muestras y no sélo de detergentes liquidos). La muestra
se introduce en la celda ATR de flujo mediante la valvula Vi. Para realizar las medidas en
modo stopped-flow, el flujo a través de la celda se detiene accionando la valvula Vi, que
desvia el carrier hacia un by-pass. La bomba esta situada al final del sistema precisamente
para lograr el by-pass del carrier y evitar la presencia de burbujas en la celda cuando se

miden las muestras o patrones.

Una vez disefiado el sistema, se seleccionaron los parametros propios de la
multiconmutacién, que fueron: i) caudal, ii) tiempo de muestreo (sampling time) y iii) tiempo

de limpieza (cleaning time).

A ATR-FTIR

Carrier__ m Flow cell

}'C/ };/ & Y
Sample Standard/ Air Peristaltic

Cleaning solulion Pump

:35
j

Figura 29. Montaje de multiconmutacion empleado en la determinacién ATR-FTIR de a-olefinsulfonato sédico.

El caudal fue fijado en 1.92 mL min™ para evitar la formacién de espuma y realizar
el analisis en el menor tempo posible. El tiempo de muestreo se refiere al tiempo que se
acciona la valvula Vi, durante el que la muestra es transportada hacia la celda de flujo. El
que la celda se llene completamente de muestra y ésta desplace al carrier preexistente en ésta
dependerd del tiempo de muestreo programado. En consecuencia, la sefial observada (area
de pico entre 1049.1 y 1034.6 cm™! corregida con una linea base establecida entre 1020.2 y
995.1 cm) debe alcanzar un valor constante para un determinado tiempo. Como se observa
en la Figura 30, son suficientes 30 s de tiempo de muestreo para conseguir una sefial
maxima, y por tanto este valor fue seleccionado para el procedimiento experimental

recomendado en este nuevo método de analisis.
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Por otra parte, el sistema debia funcionar de tal manera que no existiese efecto
memoria 0 contaminaciones entre muestras diferentes analizadas sucesivamente. Para
asegurar la limpieza total de la celda se estudi6 el tiempo que debia estar circulando el
carrier a través del sistema entre la obtencidn de los espectros de cada una de las muestras en
modo stopped-flow. Se observé que 50 s era suficiente para conseguir una limpieza eficiente,

asi que se selecciono este valor para el procedimiento experimental recomendado.

0,8 -
0,7 | 3 s ¢
06 {

0,5 -
04 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0 : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60

Area de pico

tiempo de muestreo (s)

Figura 30. Efecto del tiempo de muestreo en el area de pico entre 1049.1 y 1034.6 cm’ corregida con una linea base
establecida entre 1020.2 y 995.1 cm™ de una muestra de detergente liquido conteniendo un 8.52 % (m/m) de AOS.
Las condiciones de medida son: 100 scans acumulados, 8 cm” de resolucion nominal. Los resultados estan
expresados como la media * s (desviacion estandar) de tres réplicas independientes.

Una vez seleccionadas todas las condiciones experimentales relativas al sistema con
multiconmutacién disefiado, se pasé a la validacion del método propuesto. Se analizaron
con este fin muestras de concentraciéon conocida que permitieron verificar la aplicabilidad
del método, al encontrarse los errores obtenidos por debajo de un 5 %. Las concentraciones
de las muestras analizadas estaban dentro del intervalo 7.5-9.5 % (m/m) de AOS. La
exactitud del método se evalué mediante los correspondientes estudios de recuperacion,
que dieron como resultado valores proximos al 100 % en todos los casos. Asi pues, se dio
por valido el método desarrollado. Las caracteristicas analiticas se resumen en la Tabla 6.

En esta tabla se compara el método con multiconmutacion desarrollado y el método
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equivalente en modo manual (no en stopped-flow, puesto que no se utiliza celda de flujo).

Como puede verse, la eficiencia aumenta considerablemente para el método con

multiconmutacion.
) Método Método
Parametro
Multiconmutacién  Manual
Frecuencia de analisis h”' 23 15
Volumen muestra mL / 100
o 96 100
determinaciones
Residuos mL h" 115 250
LOD % (m/m) 1.2 -
CV % 1.3 -

Tabla 6. Caracteristicas analiticas mas importantes del método desarrollado para la determinaciéon ATR-FTIR de o-

olefinsulfonato sodico en detergentes liquidos de uso industrial.

De modo paralelo al desarrollo del método de analisis del AOS en detergentes
liquidos se evalud la aplicabilidad del sistema acoplado multiconmutacion- celda ATR de
flujo para la obtencién de espectros en stopped-flow de muestras de composiciéon muy
diferente: cerveza, disolucién acuosa de leche en polvo, zumo de naranja y aceite de oliva. El
sistema de limpieza en linea de la muestra que se puso a punto, basado en la insercién
alternativa de burbujas de aire, carrier y disoluciéon limpiadora posibilité en el caso mas
extremo —muestra mas dificil de limpiar- la medida de 12 muestras de aceite de oliva
diferentes en una hora generando tan sélo 458 mL de residuos. Por tanto se demostrd la
utilidad del sistema con multiconmutacién orientado hacia la obtencién de espectros ATR-

FTIR en modo stopped-flow de muestras dificiles de limpiar.

CONCLUSIONES

El método desarrollado para la determinacion de AOS en detergentes liquidos

permite el analisis de 23 muestras en una hora, con una precisién y exactitud adecuadas

para el control de calidad de las formulaciones. Por otra parte, el sistema con

-80 -



Ak
[Q ; ] Desarrollo de métodos analiticos medioambientalmente sostenibles por espectrometria FTIR

multiconmutacién se puede aprovechar para la obtencién de los espectros de muestras

diversas de una manera comoda y limpia.

2.2. Determinacion FTIR de benceno en gasolina: uso de la multiconmutacion como

estrategia alternativa al FIA

INTRODUCCION

El benceno se encuentra entre los multiples compuestos que permanecen en los
productos intermedios obtenidos durante el proceso de preparacion de las gasolinas, de
manera que en éstas suele encontrarse en cantidades del orden del porcentaje, si no se evita
de algtin modo. Es cancerigeno y por tanto la legislacion especifica establecia unos valores
de contenido de benceno en la gasolina menores del 5% (actualmente < 1 % en la UE).
Antecedentes del uso de la espectrometria FTIR para la determinacién del benceno son los
basados en la dilucién en linea con hexano (Gallignani, 1993), el uso de derivadas

(Gallignani, 1994b) y la generacion de fase vapor (Lépez-Anreus, 1996).

La posibilidad de utilizar un sistema con multiconmutacién para lograr una mejora
de las caracteristicas analiticas de los métodos de analisis en flujo (Reis, 1999) y el hecho de
no existir antecedente alguno de acoplamiento multiconmutacién-FTIR, nos condujo hacia la
puesta en practica de un nueva aproximacion a este problema analitico, con la realizacion de
las medidas en continuo y aprovechando el potencial que ofrece la multiconmutacién para

llevar a cabo una dilucién de la muestra o una adicion estandar en continuo (on-line).

RESUMEN Y DISCUSION

En este trabajo se disefia y aplica a muestras reales un nuevo método de analisis

FTIR con multiconmutacién con medidas en continuo para la determinacién de benceno en

gasolina. Se compara este método con el antecedente FIA mas préximo (Gallignani, 1993).
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Puesto que el método que se pretendia desarrollar era una adaptacién de un
método FIA preexistente, no fue necesario seleccionar las condiciones ni el criterio de
medida mas alla de lo que la propia multiconmutacién requeria. Como disolvente se utilizd
hexano, que es bastante transparente en la region espectral de interés (900-600 cm). El
material de las ventanas de la celda de medida debia ser un haluro alcalino (NaCl), que
absorbe poco en esa zona. Al ser éste muy higroscopico, se tuvo que habilitar un desecador
para guardar la celda cada vez que se terminaba una serie de medidas. A pesar de tomar
estas precauciones, se observd un deterioro de las ventanas de NaCl al finalizar la
investigacion. En la Figura 31 se muestran los espectros de una muestra de gasolina y de un
patron de benceno en hexano. Como puede verse, el benceno tiene una banda bien definida
a 675 cm’! que se identifica claramente en la muestra de gasolina. El criterio de medida,
extraido del método FIA preexistente, fue el de altura de pico a 675 cm™ corregida con una

linea base establecida entre 712 y 650 cm™.

MOZPODIOwDE

850 800 T50 o0 650 600

Wavenumbers / cm’

Figura 31. Espectros FTIR correspondientes a (1) una muestra de gasolina conteniendo un 2.74 % (v/v) de benceno y
(2) un patron del 3.75 % (v/v) de benceno en hexano.

Por tanto, se prosiguidé con la etapa del disefio y montaje de un sistema con

muticonmutaciéon que permitiera la determinaciéon de benceno en gasolina de forma mas
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eficiente que la conseguida con en el método FIA preexistente utilizado como punto de
partida (Gallignani, 1993). Con este fin se dispuso un montaje con 3 valvulas solenoides que
permitia tanto la dilucién de la muestra como la realizacion de adiciones estandar en linea.
La Figura 32 muestra el esquema del sistema con multiconmutacién disefiado.

La muestra se introduce a través de la valvula Vi, mientras que el benceno es
introducido a través de la valvula V. La disposicion de las tres valvulas en la forma descrita
en la Figura 32 permite la realizacién de la dilucién en linea de la muestra y la adicién
estandar también en linea, mediante la insercion alternada de slugs de muestra y carrier y de
muestra, carrier y patrén, respectivamente. La funcién del coil es garantizar el perfecto

mezclado de los slugs antes de alcanzar la celda de medida.

Hexano \2
residuos
Benceno Bomba
YVYVVY VY
00000 :
Micro-celda
Hexano coil de flujo

Gasolina

Figura 32. Montaje experimental empleado para la determinacién de benceno mediante espectrometria FTIR con
multiconmutacion. V4, V, y V3 son las valvulas solenoides de tres vias. La via abierta al activar cada valvula esta
indicada con un 1 (bit 1), y la via abierta cuando la valvula esta desactivada se indica con un 0 (bit 0). El coil tiene una
longitud de 239 cm, con un diametro interno de 0.5 mm.

Los parametros propios de la multiconmutacién estudiados en este trabajo fueron:
i) el diametro interno de los tubos del montaje, ii) la longitud del coil, iii) el caudal, iv) el
tiempo de insercion de muestra, de benceno y de carrier (para realizar el calibrado externo y
las adiciones estandar). En este caso las medidas se realizan en continuo y, por tanto, el
estudio de estos pardmetros tiene un sentido diferente que en el caso del trabajo sobre la
determinacién de AOS en detergentes liquidos en modo stopped-flow. En el trabajo que ahora

nos ocupa se investigd cémo es afectado el registro de la sefial (altura de pico a 675 cm'!
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corregida con una linea base establecida entre 712 y 650 cm™) frente al tiempo cuando se
varian los parametros del caudal, tiempos de insercion, etc. Los estudios correspondientes
indicaron que los mejores resultados en cuanto a la precision y sensibilidad de las medidas
en continuo se obtenian para un didmetro interno del coil de 0.5 mm con una longitud de
239 cm y un caudal de 3.2 mL min‘!. Asi pues el montaje recomendado se dispuso con tales

caracteristicas.

A continuacién se seleccionaron los parametros de tiempo de insercién de muestra
mediante los estudios correspondientes. Como se observa en la Figura 33, son suficientes
12.5 s de insercién de gasolina a través de la valvula Vi para conseguir una sefial maxima.
Este tiempo de insercidn se corresponde con un volumen de 666.7 pL. de muestra. Por otra
parte, se evaluo el efecto del tiempo de insercién de hexano, con el fin de asegurar una
correcta separacion entre los picos del registro de la sefial frente al tiempo. En este caso, se
observé que 30.0 s de hexano permitian una separacion suficiente entre los picos
correspondientes a cada réplica de muestra o patréon. De esta manera se fijaron ambos
parametros con el fin de aplicar el método al andlisis de muestras de gasolina y comparar los

resultados con el método FIA preexistente utilizado como referencia.
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Figura 33. Efecto del tiempo de aspiracién de una muestra de gasolina conteniendo un 2.74 % de benceno (v/v) a
través de la valvula solenoide V4, para un tiempo de aspiracion de 30 s de carrier (hexano) entre cada réplica. Se

indica el valor medio £ s para tres réplicas independientes.
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Una vez desarrollado el nuevo método de analisis FTIR con multconmutacion del
benceno en gasolina, se analizaron por este método y por el método de referencia
(Gallignani, 1993) todas las muestras de las que se disponia, tanto por determinacion directa
como por adicién estandar. La comparacion de las pendientes de las rectas de regresion

demostrd en ambos casos la ausencia de efecto matriz.

La regresion de los resultados obtenidos por el método desarrollado y el método
FIA proporcionan una recta y= (0.1 + 0.2) + (0.98 £ 0.08)x, con R= 0.967. El test de t apareado
indica que no existen diferencias significativas entre los resultados obtenidos entre ambos
métodos para un nivel de confianza del 95 %. El test F demuestra que la precision obtenida
con ambos métodos también es estadisticamente comparable. Asi se verifico la validez del
método de analisis por espectrometria FTIR en continuo con multiconmutacién desarrollado

en este trabajo.

La Tabla 7 incluye las caracteristicas analiticas mas importantes de este nuevo

método y el método FIA utilizado como referencia.

El nuevo método mejora considerablemente el limite de detecciéon respecto del
método FIA. Por otra parte, permite el analisis de casi el doble de muestras en el mismo
tiempo. También reduce el consumo de muestra y hexano. En el trabajo se comparan
también los métodos encontrados en la bibliografia, encontrandose una sensible mejoria

respecto de aquéllos.

El método FTIR desarrollado permite 81 determinaciones por hora, frente a las 45
determinaciones posibles en el caso del método FIA-FTIR de referencia. Ademas se generan
tan s6lo 105.6 mL de residuos por hora de trabajo frente a los 219.0 mL generados con el
método de referencia. La mejora es todavia mayor para el consumo de muestra, pasando de
50.0 mL necesarios para 100 andlisis en el caso del método de referencia frente a los 7.9 mL

del nuevo método desarrollado.
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) Método FIA Método multiconmutacién
Caracteristicas  c4jipraqdo Adicién Calibrado - }
. Adicion estandar
externo estandar externo
% (v/v) LOD? 0.01 - 0.004 -
% RSD" 1.4 14 1.2 1.2
% intervalo de 0.1-0.6 - 0.91-3.75 -
linealidad
Criterio de Altura 675 cm'™ idem idem idem
medida Linea base
712-650 cm™
Regresion Y= (0.076 + Y= (0.0720 + Y= (0.0410 + Y= (0.0416 =
0.001)x — (0.0042 0.0008)x — 0.0006)x — (0.006 + 0.0009)x — (0.032 +
+0.0005) (0.0016 + 0.002) 0.002)
0.0003)
R 0.9998 0.9997 0.998 0.9998
mL gasolina® 50.0 50.0 7.9 11.0
mL hexano® 4714 471.4 117.9 192.5
mL residuos® 219.0 250.3 105.6 158.7
Frecuencia de 45 45 81 81

analisis h”

Tabla 7. Caracteristicas analiticas del método desarrollado y el método FIA utilizado como referencia.
@ Limite de deteccion para k= 3.

® Desviacion estandar relativa para un disolucién patron.

° Consumo de muestra y carrier para 100 andlisis.

9 Residuos generados para 1 hora de trabajo.

CONCLUSIONES

La adaptacion del método FIA-FTIR preexistente, mediante el disefio y puesta a
punto de un sistema con multiconmutacién, ha supuesto una mejora importante en la
eficencia y comodidad del analisis. Asi pues, se ha dado un paso mas en la automatizacion

del proceso de determinacion del benceno en gasolina por espectrometria FTIR.
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2.3. Determinacion de hexythiazox en formulaciones fitosanitarias: aplicacion de la

multiconmutacion acoplada a la espectrometria FT-NIR

INTRODUCCION

El anadlisis con fines de control de calidad de formulaciones de productos
fitosanitarios ha sido una preocupacién constante en los ultimos afos en el grupo de
investigacion en el que se inscribe esta Tesis (Armenta, 2005c). La Unién Europea consumié
19384 toneladas de pesticidas en 1999 (Eurostat, 2002), lo que justifica la puesta a punto de

nuevos métodos de andlisis a nivel industrial, rdpidos y de automatizacién sencilla.

Nos encontramos con un acaricida —hexythiazox- cuya disolucién en acetonitrilo
presentaba un espectro en el NIR que sugeria su determinacién por espectrometria FT-NIR
directa. El hexythiazox es empleado en el tratamiento de los citricos y por tanto su
utilizacién es comun en nuestro pais. Este producto suele presentarse como tinico principio
activo en las formulaciones que lo contienen (Lifian, 2000), lo que simplifica en gran medida
su tratamiento como problema analitico. Por lo tanto, resultaba atractiva la posibilidad de
desarrollar un método de andlisis para el control de calidad de formulaciones que lo

incluyeran.

Los métodos de analisis utilizados previamente para la determinacién del
hexythiazox se orientaban hacia el analisis a nivel de traza y no resultaban apropiados para
el control de calidad, ya que exigen un tratamiento de las muestras que implica una elevada
dilucién, con el consiguiente consumo de disolvente. Entre éstos se encuentran métodos de
cromatografia liquida-UV (Gilberto, 1991; Kaihara, 2000), espectrometria de masas (MS) con
ionizacion por electrospray (Hetherton, 2004; Garrido-Frenich, 2004; Ortelli, 2004; Sannino,
2004) o ionizacién quimica (Valenzuela, 2001; Blasco, 2002; Blasco, 2002b; Blasco, 2004), MS
con sonda directa (McGhie, 1990) y voltametria (Gu, 2003).
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En este punto se decidi6 aprovechar la estrategia de multiconmutacion-FTIR en el
disefio de un método de analisis especifico, pero en esta ocasion realizando medidas en
continuo en la region del NIR, acoplamiento para el que no existia precedente alguno en la

bibliografia disponible.

RESUMEN Y DISCUSION

En este trabajo de multiconmutacién se expone un nuevo método FT-NIR para la
determinacién de hexythiazox en formulaciones de pesticidas que utiliza un montaje muy
sencillo con dos valvulas solenoides. Asi se consigue realizar la diluciéon en linea de la

muestra y la adicién estandar utilizando sélo una disolucién patron.

El proceso seguido para poner a punto el nuevo método fue el siguiente: en primer
lugar se desarrollé un método FT-NIR en modo batch o discontinuo seleccionando los
parametros adecuados en cuanto a condiciones experimentales y de medida. Este método se
validé mediante el método cromatografico utilizado como referencia. Finalmente, el método
en modo batch fue adaptado al modo continuo con una estrategia de multiconmutacion,
disefiando un sistema de flujo y seleccionando los pardmetros experimentales mas
adecuados. Este método también se validé mediante el método de referencia. Veremos a
continuacion cdmo se llevd a cabo todo este proceso de desarrollo del nuevo método de

analisis.

Los ensayos preliminares realizados mostraban que el hexythiazox era soluble en
acetonitrilo, disolvente adecuado para el andlisis FT-NIR debido a su gran transparencia en
esta regién del IR. Por otra parte, se comprobd que el acetonitrilo extraia facilmente el
hexythiazox de los pesticidas en polvo de los que disponiamos. Por tanto se decidié utilizar
el acetonitrilo como agente extractante. En la Figura 34 se muestran los espectros de un
extracto de muestra y un patrén de hexythiazox en acetonitrilo. Como puede observarse con
claridad, el hexythiazox presenta una banda bien definida hacia 4850 cm™, perfectamente
identificable en el extracto de muestra. Esto sugeria la posibilidad de desarrollar un método

FT-NIR en modo batch para la determinaciéon del hexythiazox en formulaciones de
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pesticidas en polvo y por tanto se pudo continuar con la seleccion de los parametros
experimentales.

La medida en modo batch con el equipo FT-NIR se llevaba a cabo introduciendo el
extracto de la muestra o el patrén en un vial de cuarzo. Debido a al efecto de la temperatura
en los espectros FT-NIR, se fijaba la temperatura del porta-vial del equipo a 30° C. Las
medidas se realizaban un par de minutos después de introducir el vial en el equipo, para

asegurar el equilibrio térmico.
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Figura 34. Espectros FT-NIR de un extracto en acetonitrilo de una muestra en forma de polvo mojable (A), un patrén
conteniendo 6.8 mg mL" de hexythiazox en acetonitrilo (B), y (C) un blanco de acetonitrilo. La regién espectral oculta
se debe al elevado background del disolvente. Las condiciones de medida son: 15 scans acumulados, 8 cm” de
resolucién nominal.

Una vez solucionado el problema de la temperatura, se prosiguié con la seleccion
de los parametros correspondientes a las condiciones experimentales y de medida en modo

batch. En primer lugar se evaluaron diferentes criterios de medida en funcién de la precision
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y sensibilidad, seleccionando el area de pico entre 4948.6 y 4767.3 cm™ corregida con una
linea base horizontal establecida a 4765 cm™ como criterio de medida mas adecuado para la

determinacion del hexythiazox en las formulaciones utilizadas.

La siguiente etapa en el desarrollo del método FT-NIR en modo batch consisti6 en la
seleccion de las condiciones de extraccion (efecto de masa de muestra y de acetonitrilo). En
la Figura 35 se muestra el efecto de la masa de acetonitrilo en la extracciéon del hexythiazox.
Como puede observarse, para una masa de 0.1 g de muestra es suficiente 1.0 g de
acetonitrilo para conseguir la extracciéon completa del hexythiazox. Por otra parte, se
comprobd que una agitacion ligera bastaba para que la extraccion fuese completa. Asi pues,

se mantuvieron en lo sucesivo estas condiciones de extraccion.

Por otra parte, se realizaron los estudios correspondientes para la seleccion del
numero de scans acumulados por espectro y la resoluciéon nominal. Se seleccionaron como

mas adecuados 15 scans acumulados y 8 cm™ de resolucion nominal.

% m/m
[ee]

5 T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5

m AcCN (g)

Figura 35. Efecto en la extraccion del hexythiazox de la masa de acetonitrilo (AcCN) afiadido a 0.1 g de muestra
conteniendo un 10 % (m/m) del analito. Los valores se corresponden con la media + s de tres medidas

independientes.

Una vez llegados a este punto, el nuevo método FT-NIR en modo batch
desarrollado se aplicé al anadlisis de muestras. Se compararon los resultados obtenidos

mediante este método con los obtenidos mediante el método HPLC de referencia, y se
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verificd que ambos eran comparables. Los estudios de recuperacion mostraron la exactitud
del método al encontrar valores proximos al 100 % de recuperacién en todos los casos. Por lo
tanto se decidié adaptar el método en modo batch al modo en continuo mediante el uso de

estrategias de multiconmutacion.

El sistema que se emple6 para la determinacién del hexythiazox por FT-NIR con
multiconmutacién se describe en la Figura 36. Dos valvulas solenoides se utilizan para
introducir el carrier y la muestra (V1) y el patrén (Vz). El coil tiene como funcion asegurar el

perfecto mezclado entre los slugs insertados en el sistema.

Con este sistema se intentaba conseguir la dilucién en linea de la muestra para
determinar su contenido en hexythiazox mediante interpolaciéon entre dos puntos, uno
correspondiente a un patrén de concentraciéon mayor que el valor esperado para la muestra
y otro punto por debajo de este valor; como variable dependiente podria utilizarse la altura
del pico obtenido en el registro continuo de la sefial. A su vez, estos dos puntos se
obtendrian por dilucién en linea de una tinica disolucion patrén original. De esta manera se
pretendia reducir el tiempo de analisis, factor muy importante en un método que pretende

aplicarse al control de calidad.

patrén

\ Coil Bomba
muestra - - X
I

Residuos

L= 100 cm

carrier //'

¥

Celda de flujo

Figura 36. Montaje empleado para la determinacion del hexythiazox por FT-NIR con multiconmutacién. La bomba
peristaltica aspira las disoluciones a través de la celda de flujo. Todas las lineas son de PTFE y de 0.8 mm de
diametro interno. La via abierta al activar cada valvula esta indicada con un 1 (bit 1), y la via abierta cuando la valvula

esta desactivada se indica con un 0 (bit 0).
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La otra posibilidad era realizar una adicién estandar en linea, mediante la inserciéon
consecutiva y repetida de pequenos slugs de muestra, patrén y acetonitrilo. A pesar de que
se investigd la adicidon estdndar en el método FT-NIR en modo batch y se llegd a la
conclusién de que no era necesaria, se pensd que la adicién estdndar podria ser 1til en el
caso del método en continuo, al minimizar los posibles efectos de los cambios de
temperatura en la sefial medida. Como veremos a continuacién, se probaron ambas

opciones.

Una vez disenado el sistema se estudiaron los parametros experimentales propios
de la multiconmutacién y medidas en continuo, que fueron: i) el nimero de scans
acumulados por cada punto del registro continuo de la sefal (area de pico entre 4948.6 y
4767.3 cm™ corregida con una linea base a un punto establecida a 4765 cm) frente al tiempo,
ii) el caudal, iii) la longitud del coil, iv) el nimero de ciclos de insercién alternada de 0.5 s de

muestra y 0.5 s de carrier, v) el tiempo de insercién de acetonitrilo entre cada réplica.

En el caso del nimero de scans y caudal se decidié fijar ambos parametros
conjuntamente, puesto que son interdependientes. Si el caudal aumenta, entonces es
necesario un mayor nimero de puntos en el registro de la sefial frente al tiempo para
mantener la misma informacién, lo que implica acumular un menor nimero de scans por
punto. Las condiciones experimentales de 4 scans acumulados y un caudal de 1 mL min!
fueron seleccionadas para la determinacién del hexythiazox en el método continuo debido a
las adecuadas sensibilidad y repetibilidad, ambas referidas a la altura de pico del registro

continuo, obtenidas en tales condiciones.

Por otra parte, se encontr6 que era necesario un coil de 100 cm para asegurar el
mezclado completo de los slugs de muestra, patrén y carrier insertados. El namero de ciclos
de insercién de muestra (tiempo de insercion 0.5 s) y de carrier (tiempo de insercion 0.5 s)
que garantizaba una sefial maxima se seleccioné mediante el estudio correspondiente,

encontrandose el valor de 30 ciclos como el mas adecuado. En cuanto al tiempo de insercién
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de acetonitrilo necesario para obtener una buena separacion entre las diferentes réplicas, se
comprobd que 45 s era el tiempo mas adecuado.

Una vez seleccionados todos los pardmetros experimentales, se aplicé el método
desarrollado al anélisis de las muestras, por la modalidad de interpolacién entre dos puntos
y por la modalidad de adicién estandar. En la Figura 37 se muestra un ejemplo del registro
obtenido de un andlisis por adicién estandar. Con el fin de validar el método se compararon
los resultados obtenidos por ambas modalidades con los obtenidos mediante el método en
modo batch y por el método HPLC de referencia. Los resultados fueron satisfactorios,

indicando la validez del nuevo método FT-NIR con multiconmutacién.

0.035
A
r 0.025
0.015

0.005

5 10 15 20 25 30

Tiempo (min)

Figura 37. Registro de la sefial frente al tiempo correspondiente a una adicion estandar realizada mediante el método
FT-NIR con multiconmutacién desarrollado. La recta de calibrado es y (altura de pico)= 0.01782 +0.00358 C, con R%=

0.998, siendo C la concentracion afadida de hexythiazox en mg mL™.

La Tabla 8 resume las caracteristicas analiticas mas importantes del método
desarrollado. Como era previsible, es especialmente destacable la mejora conseguida en la
eficiencia del analisis, pasando de 7 determinaciones por hora en el caso del método de
referencia a 30 determinaciones en el caso del método FT-NIR en modo batch y 52 en el caso
del método FT-NIR con multiconmutacién. El volumen de residuos generado también se
reduce enormemente para los dos nuevos métodos FT-NIR desarrollados en este trabajo,
pasando de un total de 800 mL para el método HPLC a tan s6lo 100 mL en los métodos FT-

NIR.
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Sélo en el aspecto de la sensibilidad no pueden competir los métodos FT-NIR
desarrollados con el método de referencia; en éste el limite de deteccién es del orden de mil
veces menor que para los métodos FT-NIR. Sin embargo, como ya hemos comentado, en el
caso que nos ocupa, el analito se encuentra en concentraciones del orden del tanto por cien
en la muestra, y en consecuencia la limitada sensibilidad de la técnica no representa ningtn

problema.

NIR-batch NIR-

Parametro Calibrado multiconmutacion HPLC referencia
externo Calibrado externo

% (v/v) LOD? 0.2mgmL” 0.1 mgmL” 0.14 pg mL"

% RSD® 0.2 0.8 0.05

mL residuos® 100 100 800

Frecuencia de 30 52 7

analisis h”’

Tabla 8. Resumen de las principales caracteristicas analiticas del método desarrollado y el método de referencia.
?Limite de deteccion para k=3.
® Desviacion estandar relativa de una disolucion patrén para n= 3.

° Residuos para 100 andlisis.

CONCLUSIONES

En este trabajo se han puesto a punto dos métodos de andlisis por espectrometria
vibracional FT-NIR para la determinacion de hexythiazox en formulaciones de pesticidas en
forma de polvo mojable, uno de ellos con medidas en modo batch y el otro con medidas en
continuo utilizando la multiconmutacién como estrategia. El trabajo muestra el proceso de
desarrollo del método en modo batch y su posterior adaptacién al modo continuo. La
comparacion con el método HPLC de referencia ha permitido verificar la validez de los
métodos FT-NIR desarrollados y, por otro lado, ha puesto de manifiesto las ventajas del uso

de la multiconmutacién como estrategia experimental.
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3. Desarrollo de métodos de analisis FT-MIR con extraccion previa

del analito

En esta secciéon se han incluido dos trabajos en los que se lleva a cabo la extracciéon
del analito previamente a su determinacién. En el primero se aprovecha la extraccion en fase
solida (SPE) para preconcentrar en linea el analito (methidathion o tricyclazole) y realizar a
continuacion la elucién y determinacion en linea por espectrometria FTIR. El segundo
trabajo hace uso de la extraccion presurizada con disolvente (PSE) para lograr la extraccion
rapida y sencilla de la grasa de la leche en polvo, y posteriormente su determinacién por

espectrometria FTIR.

3.1. Determinacion de methidathion vy tricyclazole en aguas con

preconcentracion mediante SPE y elucion en linea

INTRODUCCION

La espectrometria FTIR ha sido aplicada en los altimos afios a la determinacién de
pesticidas en formulaciones fitosanitarias, con fines de control de calidad (Armenta, 2004).
Sin embargo, los problemas asociados a esta técnica vibracional, como son la baja
sensibilidad y el reducido nimero de disolventes disponibles, se ha traducido en una
ausencia evidente de métodos FTIR para el analisis de pesticidas a nivel de traza. Se ha de
tener en cuenta que la mayoria de los pesticidas controlados en aguas estan presentes en
niveles de mg L1 6 pg L' y por tanto exigen la utilizacién de técnicas muy sensibles. Por otra
parte, es necesaria una separacion previa de los analitos para incrementar la selectividad;
ademas esta etapa puede aprovecharse para preconcentrar el analito aumentando asi la
sensibilidad del analisis. Asi pues, la adaptacion de la espectrometria FTIR al analisis en este
contexto debe realizarse a través de: i) la mejora de la sensibilidad y ii) la puesta a punto de
procedimientos de preconcentracion sencillos y cdmodos que impliquen el empleo de

disolventes adecuados.
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La extraccion en fase sélida (SPE) es una alternativa a la extraccion liquido-liquido
que tradicionalmente ha sido empleada para la preconcentracion de analitos. Su utilizacion
acoplada a la espectrometria FTIR permite ampliar las posibilidades de esta técnica de
analisis, especialmente en lo que se refiere a la mejora de la sensibilidad. Por otra parte, la
espectrometria FTIR empleando el modo de medida en continuo presenta ventajas en
cuanto a la frecuencia de andlisis y a la manipulacién de las muestras. A pesar de ello, un
método con medidas en continuo no siempre es mas practico y rdpido que un método en
modo batch; por lo tanto, es preciso evaluar en cada caso la conveniencia de utilizar una u

otra estrategia.

El methidathion es un insecticida organofosforado no sistémico ampliamente
utilizado en el tratamiento de frutales pero que resulta altamente téxico para los organismos
acuaticos (Extoxnet, htm). Por su parte, el tricylazole es un fungicida sistémico utilizado en
el cultivo del arroz (Kawai, 1989). Ambos pesticidas son muy utilizados hoy en dia en
nuestro pais; ademds, a partir de nuestros estudios previos se habia demostrado que sus
caracteristicas espectrales en el IR los convertian en buenos candidatos para llevar a cabo su

determinacién en muestras acuosas a bajos niveles de concentracion.

La mayoria de los métodos desarrollados recientemente para el analisis de
pesticidas en aguas estan orientados hacia el andlisis multicomponente, sobre todo los que
utilizan técnicas cromatograficas acopladas a la espectrometria de masas (Petrovic, 2003). De
hecho, tan solo hay unos pocos precedentes directos sobre la determinacién en linea de
pesticidas por espectrometria FTIR (Daghbouche, 1995; Daghbouche, 1997). Por tanto, cabe
preguntarse si las desventajas propias de la espectrometria FTIR en este campo de aplicacion
justifican la ausencia de métodos propuestos. En este sentido, en este trabajo se desarrollan
paso a paso dos métodos FTIR similares, uno para la determinacién de methidathion y otro
para el tricyclazole, a nivel de mg L' en aguas, estudiando en profundidad los parametros
propios de la preconcentracion en fase sélida, y comparando la elucion y determinacién en

linea con la elucién y determinacion en batch de cada analito.
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RESUMEN Y DISCUSION

En este trabajo se proponen dos métodos de analisis, uno para la determinacion de
methidathion y otro para la determinacién de tricyclazole en aguas, mediante el empleo de
la extraccion en fase solida, la elucién en linea y medidas por espectrometria FTIR en modo
continuo. Ensayos previos habian mostrado que el methidathion en solucién acuosa era
fuertemente retenido por una fase sélida del tipo C18, mientras que el tricyclazole lo era por
la fase C8. Ademas, ambos analitos podian eluirse facilmente empleando cloroformo. En
este sentido, uno de los objetivos del trabajo era comprobar el comportamiento de dos
analitos quimicamente diferentes y de dos fases sélidas de diferente polaridad en un método

SPE en linea.

En una primera etapa se seleccionaron los pardmetros correspondientes a las
medidas en batch (criterios de medida, resolucién, niumero de scans), para pasar después al
estudio de los parametros referentes a la extraccién en fase sélida en linea. Finalmente se
compararon los resultados obtenidos mediante el procedimiento que utiliza la elucién y
medida en batch de los extractos con los resultados obtenidos mediante elucién y medida en

continuo.

Como se ha indicado, se estudiaron las caracteristicas espectrales en el IR medio de
ambos pesticidas. Como puede verse en la Figura 38, el methidathion en disolucién de
cloroformo presenta una banda de absorcién intensa debido al grupo carbonilo (1696 cm™),
entre otras. Sin embargo, la presencia de agua interfiere en la zona cerca de 1600 cm?,
desaconsejando su uso para la determinacién del analito. La banda a 1022 cm®
correspondiente al grupo éter resultd ser la mas adecuada para la determinacion del
methidathion. Se evaluaron diversos criterios de medida, seleccionando finalmente el area
de pico entre 1038 y 996 cm! corregida con una linea base establecida entre 1105 y 884 cm.
Por otra parte, el tricyclazole (Figura 39) presenta sélo una banda susceptible de ser
utilizada para su cuantificacion, a 1495.1 cm™. El estudio de diferentes criterios de medida

condujo a seleccionar el drea de pico entre 1511 y 1482 cm™ corregida con una linea base
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establecida entre 1526 y 1534 cm! como criterio mas adecuado para la cuantificacién de

tricyclazole.

La seleccion de los parametros resoluciéon nominal y nimero de scans acumulados
por espectro se llevé a cabo mediante los estudios correspondientes, siendo 8 cm™!y 50 scans
los valores seleccionados para ambos analitos. Por otra parte, resultd ser necesario el secado
de los cartuchos SPE con una corriente de nitrégeno durante hora y media para evitar la

interferencia del agua en la etapa de medida después de la elucion.
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Figura 38. Espectros FTIR de A) un patron de 0.63 mg g™ de methidathion en cloroformo, B) eluato obtenido tras la
preconcentracion en un cartucho de C18 de100 mL de una muestra acuosa conteniendo 7.95 mg L" de methidathion
eluido con 2 mL de cloroformo y C) blanco de cloroformo. Condiciones de medida: 50 scans acumulados y 8 cm’'de

resolucién nominal. Inset: detalle de la regién espectral utilizada para la cuantificacion del methidathion.

Una vez establecidas las condiciones mas adecuadas para la medida en el IR medio
se estudiaron los parametros propios del porceso de extraccién y preconcentraciéon en fase
solida. Se seleccionaron los valores de masa de fase sélida (C18 para el methidathion y C8
para el tricyclazole), efecto de la fuerza idnica, masa de analito retenida y caudal de
muestreo, empleando para ello disoluciones acuosas conteniendo los pesticidas

considerados.
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Figura 39. Espectros FTIR de A) un patrén de 0.65 mg g” de tricyclazole en cloroformo, B) eluato obtenido de la
preconcentracion en un cartucho de C8 de100 mL de una muestra de agua conteniendo 6.09 mg L" de tricyclazole
eluido con 2 mL de cloroformo y C) blanco de cloroformo. Las condiciones de medida son las mismas que en la Figura
40.

El procedimiento de retencién en linea, para ambos analitos, consiste en hacer
pasar con un caudal determinado un volumen de la muestra a través de un cartucho
cargado con la fase sélida correspondiente. Para ello se utiliza una bomba peristaltica de
modo que la carga de la muestra acuosa se realiza con caudal constante. La eluciéon en batch
se realiza haciendo pasar un volumen de 2 mL de cloroformo a través del cartucho,
previamente secado con una corriente de nitrégeno, mediante una jeringa. La masa de C18
seleccionada fue de 100 mg, mientras que de C8 fue 200 mg. Para ambos analitos se verifico
que la fuerza idénica de la muestra no afectaba a la retencion del analito, utilizando muestras
a las que se habia adicionado cloruro sédico o nitrato potasico a niveles entre 0.5-7 % (m/m).
El valor de saturacién encontrado fue de 2.94 mg de methidathion por 100 mg de C18 y 2.3
mg de tricyclazole por cada 200 mg de C8. Para ambos analitos se fij6 un volumen de
muestra para preconcentrar igual a 100 mL. En cuanto al caudal de muestreo, se selecciond
un caudal de 10 mL min™ en el caso del methidathion y de 2.1 mL min" en el caso del

tricyclazole.
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Por el procedimento desarrollado basado en la retencion en fase sélida y eluciéon y
medida en batch, se analizaron una serie de muestras acuosas contaminadas con
methidathion a niveles de 3.15-8.28 mg L, siendo los resultados plenamente satisfactorios.
También se realizé un estudio similar para el tricyclazole, obteniendo resultados validos. A
continuacion se decidié poner a punto un procedimento de elucién y medida en linea para

ambos analitos con la finalidad de comprobar si mejoraban las caracteristicas analiticas.

En la Figura 40 se presenta el montaje experimental utilizado para la elucién y
medida en linea de los pesticidas. Consta de una bomba peristaltica que impulsa el
disolvente y de dos valvulas direccionales de tres vias que posibilitan que el cloroformo
circule directamente hacia la celda de medida o que atraviese el cartucho en el que esta
concentrado el correspondiente pesticida. Para obtener el background se hace pasar el
disolvente por el by-pass entre las valvulas 1y 2 hacia la celda de medida. De esta manera se
llena el loop de 2 mL. Una vez registrado el background se invierte el sentido de la bomba y
se coloca la valvula 2 en la posiciéon que conduce el flujo hacia el cartucho, llenandose éste
con el disolvente contenido en el loop. Finalmente se invierte el sentido del flujo de nuevo y
se cambia de posicion la valvula 1, de manera que por la parte inferior del cartucho eluye el

analito hacia la celda FTIR mientras que por la parte superior entra disolvente fresco.

En estas condiciones se registran de manera continua los espectros FTIR,
procesandolos con el criterio de medida de cada analito que previamente se habia

establecido en los procedimientos en batch.

Como se ha senalado, el cartucho se llena desde la parte inferior para que asi se
desplace el aire presente en los intersticios de la fase sélida, minimizando la presencia de
burbujas en el eluato durante la etapa de medida en funcién del tiempo. Para ambos
pesticidas se selecciond un caudal de llenado de 0.43 mL min"! como el mas adecuado, y las
medidas en continuo se realizaron acumulando 10 scans por espectro, como compromiso

entre una buena relacion sefial-ruido y una adecuada resolucién temporal.
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Figura 40. Montaje experimental utilizado en la elucién y determinacién en linea de methidathion y de tricyclazole.

Se estudid el caudal de elucién para ambos analitos, encontrando un caudal de 0.66
mL min?! como el mas adecuado para la elucién del methidathion y un valor de 0.75 mL
min' para la elucién del tricyclazole. Estas diferencias se producen probablemente por la
diferente masa de fase sélida utilizada en cada caso (100 mg de C18 y 200 mg de C8,
respectivamente) y en la naturaleza de las interacciones analito-fase sdlida, debido a las

diferencias de polaridad existentes entre los analitos y las fases utilizadas.

Finalmente se analizaron varias muestras segtn los procedimientos desarrollados
para ambos analitos con elucién y medida en linea. En el caso del methidathion, el limite de
deteccion conseguido fue de 0.3 mg L, superior a los limites maximos tolerados por la
legislacion espafiola (Real Decreto, 1986), mientras que para el tricyclazole fue de 0.1 mg L-.
Tanto para el methidathion como para el tricyclazole se utilizé6 como variable dependiente
del calibrado el area de pico de elucion correspondiente al registro de la sefial frente al
tiempo. Una muestra conteniendo 7.67 mg L' de methidathion, dio como resultado 7.5 + 0.7
mg L, y otra muestra conteniendo 7.70 mg L, dio un contenido de 8.0 + 0.7 mg L. Asi se
obtuvieron errores relativos del -2.2 y del 3.9 % respectivamente. Por otra parte, una
muestra con 6.09 mg L' de tricyclazole dio como resultado 6.1 + 0.3 mg L' que supone un

error del 0.2 %. Estos resultados indicaron que los métodos, aun siendo muy mejorables, son
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validos para muestras con importantes contenidos de estos pesticidas pero que, a pesar de
ello, no podrian ser analizadas de forma directa por espectrometria FTIR (por ejemplo,

mediante medida de reflectancia total atenuada).

Puesto que el principal objetivo de este trabajo era la evaluacion de las
posibilidades del acoplamiento SPE-espectrometria FTIR para el andlisis de pesticidas a
nivel de traza y los problemas asociados a su aplicacion y adaptacion al andlisis en linea, se
compararon las caracteristicas analiticas de los métodos en batch y en linea desarrollados en
el trabajo. En la Tabla 9 se resumen estas caracteristicas. Y, aunque los procedimientos en
linea permiten reducir la manipulacién de las muestras, evitan la contaminacién cruzada y
reducen la exposicidon a los reactivos toxicos por parte del analista, en este caso resultan
menos practicos que los procedimientos en batch. Considerando que el volumen de residuos
generados y el tiempo de andlisis se incrementan notablemente, resulta mas ventajoso el uso

de los métodos en batch.

Por otra parte, la utilizaciéon de la espectrometria FTIR acoplada a la SPE no
representa en este campo de aplicacion ninguna alternativa a los métodos clasicos
cromatograficos. Las limitaciones derivadas de la baja sensibilidad de la técnica, las
dificultades que presentarian muestras reales con abundante contenido de materia organica
(en términos de interferencias espectrales) y las limitaciones para determinar varios analitos

al mismo tiempo, justifican la carencia observada de métodos FTIR en este tipo de analisis.

CONCLUSIONES

En este trabajo se han propuesto dos métodos de andlisis para la determinacién en
aguas de methidathion y de tricyclazole mediante la preconcentracion en fase solida, elucién
y medida en linea por espectrometria FTIR. Se han evaluado los parametros experimentales
y se han analizado muestras sintéticas. Aunque los resultados han sido satisfactorios en
términos de exactitud y precision, la elucion y medida en linea resulta incdmoda y poco

practica frente a la elucién y medida en modo batch. Por otra parte, las limitaciones
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intrinsecas a la técnica FTIR sugieren un uso muy especifico de los métodos desarrollados en

el campo del control de calidad.

Método FT-IR batch

Método FT-IR en linea

Parametro
Methidathion Tricyclazole Methidathion Tricyclazole
Y=(0.024 +0.007)  Y=(0.062+0.012) Y=(0.18 £0.07) + Y=(0.09 + 0.04) +

Calibrado +(3.592+£0.013)Cy  +(2.34 £0.03)Cr  (0.393 +0.010)Cy (4.88 +0.08)Cy
(mgg™) (mgg™) (mg L) (mg L")

R? 0.9997 0.997 0.992 0.997

*RSD % 0.04 0.15 2.8 3.3

°LOD 0.07 0.2 0.3 0.1

Frecuencia

de analisis 12 12 6 5

h»‘\

°Residuos
200 200 700 700

mL

Tabla 9. Caracteristicas analiticas para los métodos FTIR en batch y en linea desarrollados en este trabajo.
? Desviacion estandar relativa para n=3.

® Limite de deteccion para k=10, en mg L.

° Volumen calculado para100 réplicas.

3.2. Determinacion de grasa en leche en polvo con extraccion presurizada con disolvente

INTRODUCCION

El contenido de grasa tiene un importante papel en los aspectos nutricionales de la
leche y, consecuentemente, en su calidad. El efecto del consumo de grasas se ha relacionado
con las enfermedades coronarias. Por otra parte, la posibilidad de la adulteracion de los
alimentos con grasas de naturaleza diferente a la esperada requiere métodos de analisis para

su prevencion y control. Los métodos tradicionales para la determinacion de grasa en leche
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se basan en i) extraccion y medida gravimétrica, ii) otros ensayos fisicos, iii) turbidimetria,

iv) espectrometria.

Los métodos clasicos gravimétricos como el de Rose-Gottlieb o el Mojonnier son
complicados y requieren mucho tiempo, con un consumo de reactivos importante y una
generacion de residuos elevada, ya que requieren una hidrdlisis para separar la grasa del
resto de componentes y de posteriores extracciones sucesivas con disolventes organicos.
Modificaciones de los métodos gravimétricos son los que incluyen extraccion con fluidos
supercriticos (LaCroix, 2003), extraccion asistida con microondas (Ruiz-Jiménez, 2004) y
extraccion acelerada o presurizada con disolvente (Dionex, 2000; Richardson, 2001). Estos

ultimos métodos eliminan la etapa previa de hidrdlisis y acortan el tiempo de analisis.

La espectrometria FTIR se ha aplicado a la determinacién de grasas y aceites en
diversas matrices (Daghbouche, 1997b). Esta técnica instrumental ofrece ventajas respecto a
la gravimetria puesto que reduce extraordinariamente el tiempo de analisis y lo simplifica.
Por otra parte, la extraccién presurizada con disolvente (PSE, ASE) representa una buena
alternativa a las técnicas clasicas de extraccion, como la de Soxhlet, que requieren tiempos
de extraccion de varias horas. En el caso de los métodos PSE, los tiempos de extraccién
tipicos son del orden de 15 min. Las ventajas en estas aplicaciones son evidentes, por tanto,
en términos de velocidad de analisis. Métodos ASE o PSE se han aplicado con éxito a la
determinacién de lipidos en carne (Toschi, 2003), oxiesteroles en alimentos derivados del
huevo (Boselli, 2001), gestagenos en grasa de higado (Hooijverink, 2003) y otros como

pesticidas en piensos (Chen, 2003), mostrando la gran versatilidad de esta técnica.

El objetivo de este trabajo es mostrar las ventajas del acoplamiento de la PSE con la
espectrometria FTIR para la determinacién de grasa en leches en polvo, con el fin de
aumentar la velocidad de andlisis y reducir los residuos generados, en relacién con los
métodos gravimétricos clasicos. También se investiga la posibilidad de discriminar

diferentes tipos de grasas segtn su origen a través del estudio de su espectro FTIR.

-104 -



Ak
[Q ; ] Desarrollo de métodos analiticos medioambientalmente sostenibles por espectrometria FTIR

RESUMEN Y DISCUSION

En este trabajo se desarrolla un método PSE-FTIR para la determinaciéon de grasa
en leche en polvo. Ademas se aplica a otros tipos de muestras para comprobar si es posible
llevar a cabo una diferenciacién en funcién de la naturaleza de la grasa presente. Con el fin
de evaluar la versatilidad del procedimiento propuesto, se incluye el estudio del contenido
de grasa en chocolates con diferente porcentaje de cacao, a través de la determinacion de la

grasa mediante un método PSE-FTIR especifico.

En primer lugar se estudian los parametros relativos al procedimiento de la
extraccion, esto es, la masa de muestra, tipo de disolvente, el niimero de ciclos de extraccion
y la duraciéon de los mismos. Como extractante se utiliza una mezcla de hexano,
diclorometano y metanol en proporcién 3:2:1 en volumen, mezcla que permite la extraccién
selectiva de la grasa sin recurrir a la hidrélisis previa, debido a la naturaleza apolar-polar de
los disolventes. Se selecciond una masa de muestra de 1.75 g y 3 ciclos de extraccion de 1
min como las condiciones mas adecuadas para llevar a cabo el proceso, siguiendo el criterio

de compromiso entre rapidez, cuantitatividad y precision del analisis.

Una vez asegurada la extraccion total de la grasa de las muestras de leche en polvo,
se paso a fijar las condiciones de medida en el IR mediante los estudios correspondientes. En
la Figura 41 se muestra el espectro FTIR de un extracto, obtenido empleando una mezcla de
hexano, diclorometano y metanol en proporcion 3:2:1 como extractante y como disolvente
de medida en el IR medio. Como puede observarse, aparece una banda intensa a 1750 cm™
correspondiente al carbonilo del enlace éster. Por otra parte, el disolvente absorbe
fuertemente en la region de las tensiones alifaticas (2850-3025 cm™) y por tanto esta region
queda excluida para su empleo en la determinacién de grasa. Se aprecia una interferencia
importante en la region alrededor de 1640 cm, correspondiente a la absorciéon del grupo
amida de las proteinas extraidas junto a la grasa que, como se vera mas tarde, sea
posiblemente la causa de los errores encontrados en la determinacién de la grasa en leches
en polvo desnatadas. Se evaluaron diferentes criterios de medida como altura o drea de pico,

corregidas con distintas lineas base. Finalmente se seleccion¢ el area de pico entre 1774.2 y
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1712.5 cm™ corregida con una linea base establecida entre 1805.0 y 1581.3 cm!. Esta seleccion
de la linea base permite reducir en gran parte el efecto interferente de la banda amida,

aunque no pudo eliminarse por completo.

0.4 7

0.3 1

>—0Z>WVO0O0NWT>

o~ £ . I e,
/ ~ \:;‘\V\ /, v g
A '{I

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Namero de onda (cm™)

Figura 41. Espectros FTIR de extractos obtenidos mediante PSE correspondientes a: A) blanco de disolvente (mezcla
de hexano, diclorometano y metanol en proporcion 3:2:1, B) 2.00 g de una muestra de leche desnatada en polvo con
<1 % (m/m) de materia grasa y C) 1.75 g de una muestra de leche entera en polvo con un 26.48 % (m/m) de materia

grasa. Las condiciones de medida son 50 scans acumulados, resolucion nominal de 8 cm™.

A continuacion se aplico el método desarrollado a diferentes tipos de alimentos
solidos, como leches en polvo enteras y desnatadas, leches infantiles en polvo, salmén
liofilizado, avellanas, nueces, piel de pollo y tocino de cerdo. El objetivo del estudio de este
conjunto amplio de muestras era la clasificaciéon rapida de las grasas a través de la
comparacion de los espectros FTIR correspondientes. En este sentido se observaron
diferencias notables entre las grasas de diferente origen (animal o vegetal). Las regiones
espectrales utilizadas en la comparacién son aquellas que presentan mas informacién, es
decir, entre 1797.6 y 1511.6 cm™, entre 1399.3 y 1282.9 cm!, entre 1227.1 y 1072 cm™ y entre
1003.0 y 847.9 cml. La fuerte absorcién del disolvente impide el uso de las regiones entre

1400 y 1500 cm, 1300 y 1225 cm™y entre 1070 y 1000 cm™.
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Con el fin de estudiar si existen diferencias entre los espectros FTIR del extracto
graso procedente de distintos alimentos se procedié al analisis de diferentes muestras de
naturaleza variada. Tomando como referencia el espectro de la fracciéon grasa de la leche en
polvo se cred una biblioteca de espectros y, tomando los espectros del resto de muestras, se
sometieron a un proceso de identificacion con el fin de establecer el indice de
correspondencia y evaluar si un programa genérico de gestién de biblioteca de espectros,
habitual en los paquetes de software que acompafian a la instrumentacién actual, permitia la
clasificacion de los espectros en funcion del origen de la grasa y de ese modo discernir entre

diferentes clases de la misma.

La clasificacion realizada con la biblioteca de espectros mostrd que los espectros
con menor similitud con los de las leches enteras eran los de las leches desnatadas,
posiblemente debido a la menor cantidad de grasa y a la interferencia espectral que supone
en estas condiciones la presencia la banda amida. El extracto de tocino de cerdo presentd
una similitud con los otros espectros por debajo del 99 % de correspondencia. Sin embargo,
el espectro de grasa de pollo si presentd correspondencias por encima del 99 % para un total
de 17 espectros de muestras diferentes. Esto supone que este tipo de grasa resulta dificil de
discriminar del resto de grasas estudiadas. El extracto de salmén tampoco presentd
similitudes mayores del 99 % con ningtin otro espectro. Por el contrario, los espectros FTIR
del extracto de la avellana y de la nuez presentan grandes similitudes entre ellos y el de la
avellana todavia presenta correspondencias superiores al 99 % con ocho espectros de
extractos de diferente origen. Asi pues, queda constatado el hecho de que la discriminacién
de las grasas es posible sin recurrir a métodos quimiométricos complejos, en primera
aproximacién, aunque se observan problemas de identificacidon entre extractos que tienen

caracteristicas espectrales muy similares.

Se analiz6 un conjunto de muestras de leche en polvo por el método propuesto
basado en la extraccion presurizada con disolvente y medida FTIR. El calibrado se construyé
a partir del extracto graso obtenido de muestras de leche. Las mismas muestras también
fueron analizadas por un método de referencia gravimétrico basado en la extraccion sélido-

liquido convencional. Finalmente también se considerd la determinacion gravimétrica de la
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grasa a partir del extracto obtenido mediante el mismo procedimiento PSE empleado para la
determinacion FTIR. En la Tabla 10 aparecen los resultados obtenidos y como puede verse,
para las muestras de leche entera los resultados son satisfactorios mientras que en el caso de
la leche desnatada el método propuesto presenta errores elevados, posiblemente debido a

interferencias de tipo espectral como consecuencia de la baja sefial de la grasa.

Método de PSE % Diferencia % Diferencia

Muestra PSE-FTIR referencia ravimétrico (FTIR-PSE (FTIR-método
gravimétrico 9 gravimétrico) referencia)

1 27.48 + 0.06 27.48 £ 0.03 27.27 0.78 0.00

2 26.49 + 0.09 26.08 £ 0.11 25.81 2.64 1.59

3 26.69 + 0.05 26.40 £ 0.04 26.11 2.19 1.10

4 0.36 £ 0.03 0.86 + 0.02 0.36 -0.19 -58.58

5 0.000£0.019  0.77 £ 0.03 0.22 -100.23 -100.10

6 0.411+0.003 0.613+0.009 0.56 -26.07 -32.96

Tabla 10. Resultados obtenidos para la determinacién de materia grasa en leches en polvo enteras (1-3) y en
desnatadas (4-6), mediante el método PSE-FTIR desarrollado, el método de referencia gravimétrico y el método PSE

gravimétrico.

El método desarrollado tiene un limite de deteccion del 0.004 % (m/m). Las
principales ventajas que presenta son el incremento considerable de la frecuencia de analisis
(12 h' frente a 4 h') al eliminar las extracciones sucesivas y las lentas extracciéon y
determinacién gravimétricas tipicas de los métodos de referencia. Ademas reduce el
volumen de residuos generados (12 mL frente a 131.25 mL por cada réplica) y minimiza la

manipulacion de la muestra y de disolventes téxicos por parte del operador.

Empleando el calibrado obtenido a partir de la grasa de la leche se procedié a
determinar el contenido de grasa en los alimentos estudiados en la clasificacion espectral ya

comentada, ademas de en distintos tipos de quesos. Los resultados no fueron satisfactorios
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en términos de exactitud, debido fundamentalmente a dos razones: i) el calibrado utilizado
no es valido por ser representativo sélo de la grasa de leche y ii) las condiciones de
extraccién no estan optimizadas y por tanto pueden extraerse otras sustancias que dan lugar
a interferencias de tipo espectral. Por tanto se concluyé que cada tipo de muestra necesitaba
métodos especificos de analisis, conclusién un tanto previsible considerando la naturaleza
de la grasa de cada alimento, asi como el estado en el que se encuentran, que supone en
ocasiones la necesidad de tratamientos especificos que permiten liberar la grasa de la matriz
y su posterior extraccion con el disolvente adecuado. Finalmente se traté de evaluar la
capacidad del acoplamiento PSE-FTIR para resolver un problema, el de la correlacién entre
porcentaje de cacao y contenido en materia grasa de los chocolates. Para ello se desarrollé
un procediminto especifico para el analisis de chocolates, basado en métodos PSE
gravimétricos preexistentes, adaptandolos a la cuantificacion por espectrometria FTIR. Se
analizaron 10 muestras diferentes encontrando una relacién lineal entre las variables
contenido de cacao y contenido de grasa. El calibrado utilizado para la determinacién FTIR
fue preparado a partir de extractos de chocolate de 99 % de contenido en cacao. Sin embargo
también se encontraron diferencias importantes entre los resultados obtenidos mediante la
extraccion PSE y determinacién gravimétrica (de referencia) y los obtenidos por

espectrometria FTIR.

CONCLUSIONES

En este trabajo se ha desarrollado un método PSE-FTIR para la determinacion de
grasa en leches en polvo, siendo comparado con el método de referencia gravimétrico. Los
resultados obtenidos para leches enteras son adecuados en términos de exactitud y
precision, no siendo asi para las leches desnatadas. Los errores encontrados en éstas se
deben probablemente al tipo de calibracion utilizado. El método resulta claramente
ventajoso frente al método de referencia si se aplica a leche en polvo entera, al reducir el
volumen de residuos generados y aumentando considerablemente la frecuencia de analisis.
Por otra parte, se han estudiado las similitudes y diferencias entre extractos de grasa de
diverso origen con el fin de disponer de una estrategia rapida para la discriminacion de las

grasas. Cuando el método propuesto para el analisis de leche se ha aplicado a otros tipos de
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alimentos los resultados obtenidos por medida FTIR difieren de los encontrados por
determinacion gravimétrica a pesar de que la estrategia de extraccion es idéntica. Esto hace
suponer que la causa de los errores encontrados se debe, fundamentalmente, a la estrategia
de calibracién empleada. Un estudio final que relaciona el contenido de grasa y el contenido
de cacao en chocolates completa el trabajo mostrando las posibilidades de la espectrometria

IR para su aplicacion en el campo del analisis de control de calidad en alimentos.
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4. Tratamiento en linea de la muestra: determinacion de succinato

de doxilamina en especialidades farmacéuticas

INTRODUCCION

Una de las lineas de investigacion seguidas en nuestro grupo se ha orientado hacia
la determinacién de principios activos en especialidades farmacéuticas. Disponiamos de
especialidades en presentacion de pastillas con succinato de doxilamina en su composicion,
sustancia antihistaminica y sedante utilizada en productos de amplio consumo entre la
poblacién, como es el caso de la especialidad farmacéutica comercializada bajo la
denominacién de Dormidina. No existia ningtin método FTIR para la determinacién de este
farmaco y los estudios previos sugerian una determinacién sencilla en el MIR aprovechando

su solubilidad en cloroformo, disolvente muy transparente en esta regién del IR.

Por otro lado, la disminucion o eliminaciéon de los disolventes clorados en el
andlisis por espectrometria FTIR es una exigencia del trabajo en nuestro grupo que se
enmarca dentro de las directrices establecidas por el Protocolo de Montreal. En este sentido,
los métodos de analisis en flujo FTIR (Curran, 1985; de la Guardia, 1992; Daghbouche, 1997;
Bouhsain, 1999) suponen un menor consumo de disolvente que los métodos en modo batch,
entre otros rasgos ventajosos. En los tultimos afios se han introducido métodos de analisis
FTIR en flujo para la determinacién de principios activos de compuestos farmacéuticos,
como es el caso del octil succinato (Morgan, 1985), ibuprofeno (Garrigues, 1993b),
dimenhidrinato (Bouhsain, 1995), ketoprofeno (Sanchez-Dasi, 1998), paracetamol (Ramos,
1995; Bouhsain, 1996; Ramos, 1998) y cafeina y acido acetilsalicilico (Garrigues, 1993a). La
experiencia previa de extraccién en linea (Bouhsain, 1999) nos sugirié la puesta a punto de
un método de extraccion y analisis en linea que utilizara una cantidad minima de
cloroformo con el fin de aplicarlo al analisis de farmacos. De esta manera se superarian los
inconvenientes -complejidad técnica, lentitud, dificil automatizaciéon- de los métodos

preexistentes para la determinacion del succinato de doxilamina, a saber, cromatograficos
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(Hansen, 1985; Argekar, 1999; Argekar, 1999b), MS (Josephs, 1995), con electroforesis capilar

(Tang, 2000) y con espectrometria UV en medio micelar (Monferrer-Pons, 1996).

Como se vera, el procedimiento desarrollado no sélo permite el tratamiento en
linea de la muestra, sino que también ofrece la posibilidad de llevar a cabo una adicién en
linea de un estandar. Se propone también la co-adicién de espectros en el tiempo como
estrategia para la obtencion de sefiales estables sin necesidad de esperar a que se alcance el
estado estacionario, teniendo en cuenta la dilucién y homogeneizacién de las disoluciones

dentro del sistema.

RESUMEN Y DISCUSION

En este trabajo se propone un nuevo método de analisis FTIR para la determinacion
del principio activo succinato de doxilamina en preparados farmacéuticos. La peculiaridad
del método reside en la extraccion en linea del analito, proceso del que se realiza un
seguimiento en continuo. En primer lugar se desarrolla el método FTIR en modo batch y a
continuacion se adapta al modo continuo incluyendo la extraccién en linea del succinato de
doxilamina. A continuacién consideraremos brevemente los aspectos mas importantes del

desarrollo del método FTIR propuesto en este trabajo.

Los ensayos preliminares mostraron que el succinato de doxilamina presentaba
unas bandas caracteristicas, facilmente identificables en los espectros de extractos en
cloroformo de la especialidad farmacéutica. En la Figura 42 se muestran los espectros de un
extracto de muestra y de un patrén de succinato de doxilamina. Como puede verse, aparece
una banda intensa hacia 1720 cm”, correspondiente al pico del grupo carboxilo de la
molécula de succinato, mientras que hacia 1600-1400 cm™ aparecen las bandas de
deformacién de los enlaces de la doxilamina y del succinato. Con el fin de seleccionar el
criterio de medida mas adecuado para la determinaciéon del succinato de doxilamina se
realiz6 el estudio correspondiente, encontrando como mejores condiciones de las ensayadas
el valor de la suma de area entre 1710 y 1730 cm™ mas el area entre 1462 y 1485 cm,

corregidas con una linea base establecida entre 1800 y 2000 cm.
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Figura 42. Espectros FTIR de: A) un patrén de succinato de doxilamina de 4.24 mg mL™ preparado en una mezcla al
13 % (v/v) de etanol en cloroformo, B) un extracto de una muestra en la misma mezcla, correspondiente a 4.51 mg

mL™" de succinato de doxilamina y C) blanco del disolvente. Las condiciones de medida son 10 scans acumulados, 8

cm” de resolucién nominal.

A continuacion se estudiaron las condiciones de extraccién (en modo baich), a
saber, la composicién del disolvente, el tiempo y el tipo de agitaciéon (mecanica o por
ultrasonidos). Pruebas realizadas previamente indicaron que, a pesar de la aceptable
solubilidad del succinato de doxilamina en cloroformo, la extracciéon no era completa si se
empleaba solo este disolvente (77.9 + 1.4 % de extraccion para 5 réplicas de una muestra).
Segun estos resultados, el cloroformo por si solo no es capaz de extraer todo el succinato de

doxilamina, que permanece retenido en la matriz, mas polar.

En este punto se decidié evaluar el efecto de la polaridad del disolvente en el
rendimiento de la extracciéon. Para ello se ensayaron diferentes mezclas de etanol en
cloroformo. De esta manera se consiguié aumentar el rendimiento de la extraccién hasta
alcanzar valores proximos al 100 %, para la mezcla al 13 % (v/v) de etanol en cloroformo. El
hecho de que un aumento de la polaridad facilite la extraccion se debe probablemente a la

naturaleza polar/apolar del par idénico que es el succinato de doxilamina.
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Por otra parte, el estudio del efecto de la agitacion sobre el rendimiento de la
extraccion mostré que era innecesario cualquier tipo de agitacion para conseguir la
extraccion completa del analito empleando la mezcla al 13 % (v/v) de etanol en cloroformo.
Este hecho sugirio6 la posibilidad de adaptar posteriormente el método FTIR en modo batch

al modo con extraccion en linea.

Para establecer condiciones de medida mas adecuadas se estudi6 el efecto de la
resolucion nominal y del namero de scans acumulados por cada espectro. Ambos estudios
se llevaron a cabo tanto para un patrén como para una muestra tratada con cloroformo
conteniendo un 13 % de etanol. Se selecciond finalmente una resolucién de 8 cm y 10 scans
acumulados al ofrecer estas condiciones el mejor compromiso entre sensibilidad, precision y

rapidez en la medida.

Finalmente se aplicé el método FTIR en modo batch al analisis de muestras y se
compararon los resultados obtenidos con los del método de referencia. Ambos métodos
resultaron ser comparables. Por otro lado, los estudios de recuperaciéon realizados
demostraron la exactitud del método FTIR, al encontrarse recuperaciones alrededor del 100
% en todos los casos. En consecuencia, se decidié dar un paso mas y adaptar el método
desarrollado para lograr la extraccion y determinacién en linea del succinato de doxilamina,

con el objetivo de reducir el tiempo de analisis y la manipulaciéon de las muestras.

En la figura 43 se muestra el esquema del montaje experimental disehado para la
extraccion y determinacion en linea del succinato de doxilamina. Veremos a continuacién el

funcionamiento de este sistema.

El cartucho conteniendo 50 mg de la muestra se inserta en el bucle de extraccién y,
manteniendo la valvula de inyeccién en posicion de carga y la valvula direccional de 3 vias
en posicidn abierta, se carga el bucle del disolvente de extracciéon con la mezcla de 2.6 mL de
etanol en cloroformo al 13 % (v/v). A continuacion se inserta el disolvente en el cartucho
conectando la valvula direccional de 3 vias y dejandola cerrada, mientras la valvula de 6

vias se coloca en posicion de carga del cartucho, registrando el background del disolvente en
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ese momento. Después se coloca nuevamente la valvula de 6 vias en posicion de extraccion
(equivalente a la de carga del bucle de disolvente) y se registran los espectros en modo
continuo en funcién del tiempo en el intervalo de 4000 a 600 cm™! obteniendo el registro de la
sefal frente al tiempo correspondiente al drea de los espectros comprendida entre 1730 y

1710 cm’!, corregida con una linea base establecida entre 2000 y 1800 cm-.

=
Inyector —
1 Bomba peristaltica
Cartucho de
extraccion O
micro-celda de
flujo
Vélvula direccional O
de tres vias l j —_———

Véalvula de
6 vias

v

Bomba peristaltica

Disolvente i
Residuos
— Extraccion de la muestra
Direccién del flujo =< =1 » Etapade llenado del bucle

— —p Etapade limpieza del sistema

Figura 43. Esquema del montaje para la extraccion y determinacioén en linea de succinato de doxilamina.

En este sistema, el disolvente recircula a través de la celda de flujo y la muestra
mientras se lleva a cabo la extraccién. Por tanto es posible verificar la consecuciéon completa

de la extraccidn en continuo. El calibrado externo se puede preparar mediante inyecciones
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sucesivas de 25 puL. de una disolucién patréon de 50 mg mL-! de succinato de doxilamina en el

mismo montaje descrito para la extraccion en continuo pero con el cartucho vacio.

El tratamiento en linea de la muestra supone que el analito sea extraido a medida
que el disolvente atraviesa el sistema. Como ya se ha indicado, la variaciéon de la
concentracion se verifica a partir del registro continuo de los espectros FTIR. Conforme el
disolvente recircula por el circuito cerrado atravesando el cartucho que contiene la muestra,
la sefial registrada se aproxima a un valor constante, valor que se supone correspondiente al
estado estacionario. En tal estado estacionario, no sdlo se ha extraido la totalidad del analito
y por tanto se encuentra éste en disolucion, sino que también su concentracion a lo largo del
sistema se hace constante. La primera fracciéon que atraviesa la muestra extrae el analito en
gran proporcion y por tanto la concentracion de la disolucion es maxima en el frente del
disolvente. Las siguientes fracciones contienen cada vez una menor proporcién de analito,
por lo que la concentracién en un diferencial de volumen es cada vez mas pequefia. Cuando
todo el volumen ha atravesado el sistema, vuelve a aumentar la concentracién detectada por
el espectrometro y asi sucesivamente, dando como resultado una curva de tipo sinusoidal
cuya amplitud va disminuyendo con el tiempo a medida que la disoluciéon se homogeniza.
Esta homogenizacion depende fundamentalmente del caudal de recirculacion utilizado y de
las caracteristicas fisicas del montaje experimental (diametro y longitud de los tubos) y es la
que va a determinar el tiempo necesario para que se alcance el estado estacionario. En la
Figura 44 se muestra un ejemplo del registro de la sefal frente al tiempo para la extraccién
en continuo de una muestra, en el que se sefala el periodo de recirculacion (tiempo en el

atraviesa el sistema todo el volumen de disolucién).

Se realizaron los estudios correspondientes del efecto del caudal de recirculaciéon
(8.5 mL min) y del nimero de scans acumulados (4) por cada punto del chemigrama, con el
objeto de llevar a cabo el analisis con la mayor rapidez y precisiéon posibles. El periodo de
recirculacion resulté ser de 0.3 min en estas condiciones, lo que permitia alcanzar el estado
estacionario en pocos minutos gracias a la homogeneizaciéon que sufre la disolucién

mientras circula por el sistema.
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En este punto se decidié aplicar la estrategia de co-adiciéon de espectros para
reducir todavia mas el tiempo de analisis. A partir del registro en funcion del tiempo es
posible co-adicionar un numero de espectros consecutivos para obtener un espectro
promedio que, entre otros detalles, se caracterizara por tener una mejor relacién sefial/ruido

debido a la disminucién de este tltimo. En la Figura 44 se describe este proceso.

L L
L.
.
_ L

08 Periodo de
! recirculacion e
t 06 O
e L] .l ...

Ll
I's‘ 04; ¢ ol
P T
Espectro co-
0,0-
Inter\éalt_),de adicionado final
ozl coadicion L
o o Co-adicioén de los
0 1 espectros individuales
Time (minutes) alo largo del intervalo
Registro de la sefial
frente al tiempo

Figura 44. Registro de la sefial frente al tiempo para la extraccion en continuo de una muestra donde se indica el
periodo de recirculacién y se describe el proceso de co-adicién de espectros FTIR.

La co-adicién de espectros resulta evidente cuando tenemos una sefial constante,
como seria el caso de encontrarse en el estado estacionario; sin embargo cuando tenemos
una sefial variable, como es el caso del proceso de extraccién/homogeneizacion en linea que
se propone en este trabajo, al promediar un mayor o menor niamero de espectros FTIR del
registro se pueden obtener espectros promedio totalmente diferentes en cuanto a
intensidades de las bandas de absorcién. Con el fin de seleccionar las condiciones de co-
adicién que permitian llevar a cabo el analisis con mayor rapidez y exactitud, se procedié a
la realizacion de los estudios del tiempo inicial e intervalo de co-adicién correspondientes.
Estos resultados se muestran en la Figura 45. Se encontré que fijando un tiempo de co-
adicion igual a 9 veces el espaciado de datos del registro continuo de los espectros FTIR, se

logran diferencias menores de un 1 % respecto de la concentraciéon medida en el estado
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estacionario a tiempos superiores a 1.7 min. Asi pues se recomendd este intervalo de co-

adicion para la determinacion del succinato de doxilamina en linea.

100 4
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© A
5 A ox = x4
c 104 Ps
o ¢ Xm A X7
Q2 X
5 A.X xm 1 X x11
< o X @&
° m A >: 2)(_ X A, X x14
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% ol 05 194 15 y 0*’2,0 n e 3.0
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3 A A ¢ tiempo (min)
§ 0,14 X x
g L] X X
A
0,01-

Figura 45. Valor absoluto de la diferencia relativa obtenida al comparar el area medida bajo diferentes condiciones de
co-adicion con la correspondiente al estado estacionario en funcién del inicio de la co-adicion. Como origen de
tiempos se ha considerado el inicio de la extraccion. x4, x7, x9, x11 y x14 corresponden a cada intervalo de co-adicion
equivalente al numero de veces del espaciado de los datos experimentales del registro continuo, que son
respectivamente el 44, 78, 100, 122 y 156 % del periodo de recirculacion del disolvente en el circuito de extraccion.
Nota: el eje de ordenadas esta representado en escala logaritmica.

Finalmente se aplic6 el método FTIR con extraccion en linea al analisis de muestras
y se compararon los resultados con el método FTIR en modo batch y el método de referencia.

En la Tabla 11 se resumen estos resultados.

Se encontré que el uso de la adicién estandar en el método con extraccién en linea
mejoraba los resultados respecto de los obtenidos mediante calibrado externo en linea. Se
dedujo que esta mejora se debia a que la adicion estandar permite compensar los posibles
efectos negativos producidos por el arrastre de excipientes durante el proceso de extraccion

en linea. En la adicién estandar se inyectan sucesivamente alicuotas de 25 pL de disolucién
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patron en la disolucion mientras ésta recircula a través del sistema. En la Figura 46 se

muestra un ejemplo de adicién estandar en linea.

Método Succinato de doxilamina (mg/tableta)
FTIR batch 24.8+0.5

FTIR en linea calibrado externo 23.6+04

FTIR en linea adicién estandar 25.19+0.05

UV-vis de referencia 252+07

Tabla 11. Resultados medios obtenidos con los métodos FTIR en batch y en linea desarrollados y por el método

espectrofotométrico utilizado como referencia.

Por tanto, se consideré recomendable el uso de la adicién estandar para la
determinacién del succinato de doxilamina mediante el método FTIR con extracciéon en
linea, no siendo necesaria en el caso del método FTIR en modo batch. El nuevo método FTIR
con extraccion en linea desarrollado en este trabajo permite el andlisis de 10 muestras en una
hora y consume 2.6 mL de la mezcla de etanol y cloroformo al 13 % por cada réplica

realizada.

r>zZmwn

0,4

0,2

0,0

0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (min)

Figura 46. Registro de la sefial frente al tiempo (area entre 1700 y 1730 cm™ corregida con una linea base establecida
entre 2000 y 1800 cm'1) obtenida para la determinacion de succinato de doxilamina mediante adicién estandar.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se ha puesto a punto en primer lugar un método de analisis FTIR en
modo batch para la determinacién del farmaco succinato de doxilamina en especialidades
farmacéuticas. En segundo lugar, y a partir del método en batch, se ha desarrollado un
método FTIR con extraccion en linea. Con ello se ha conseguido una reduccion del consumo
de disolvente clorado y se ha minimizado la manipulacién de la muestra. La aplicacion de la

co-adicién de espectros ha permitido reducir el tiempo de analisis y mejorar la precision.
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1. Anadlisis directo por ATR-FTIR con celda de diamante:

determinacion de NTA en detergentes

Attenuated total reflectance infrared determination of sodium
nitrilotriacetate in alkaline liquid detergents

Josep F. Ventura-Gayete, Miguel de la Guardia, Salvador Garrigues

Talanta 70 (2006) 870-875
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Abstract

An attenuated total reflectance infrared ( ATR-FTIR) method has been developed for the direct determination of the chelating agent sodium
nitrilotriacetate (NTA) in high pH cleaning formulations. Aqueous samples and standards were placed directly on the diamond ATR cell without
any pre-treatment and FTIR spectra were recorded between 4000 and 600 cm—!. Measurement conditions were evaluated. Results obtained for five
different commercial formulations containing from 6,22 to 9.25% (w/w) of NTA were in good agreement with the manufacturer’s declared content
(differences between 3.2 and —3.7%). Recovery studies evidenced the accuracy of the developed method. having found values between 98.4 and
102.4%. The developed procedure provides an excellent throughput of 50 independent determinations per hour, and each measurement required

only less than 0.2 ml of sample or standard.
2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywerds: Diamond ATR-FTIR; Detergents: Sodium nitrilotriacetate; Quantitative anal ysis

1. Introduction

Quality control of industrial products requires faster, simpler
and cheaper methods day by day. Frequently, the objective of the
analysis is the verification of a correct manufacturing process,
concerning the proportions of the chemicals which constitute the
product or information about its homogeneity. So, it is necessary
to develop robust analytical techniques applicable for a big num-
ber of samples of different types, from aqueous to organic nature
and working from the mildest conditions to the most corrosive
ones.

Detergents commercialized for hand use are normally neutral
or slightly acid in order to protect human skin. However, a lot of
household and industrial cleaning formulations have a high pH,
being highly corrosive for skin and for laboratory instrumenta-
tion [1].

Classical attenuated total reflectance (ATR) cells coupled
with Fourier transform infrared (FTIR) spectrometers allow to
cbtain the infrared spectra of aqueous samples. However, these
cells usvally employ ZnSe, ZnS or KRS-5 crystals, which were

* Cormsponding author. Tel: +34 96 354 31 58: fax: +34 96 354 48 38,
E-mail address: salvadorgarfgues@uv.es (8. Gamrigues).

03991400 — see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doiz 10,1016/ talanta. 2006 02007

attacked by strong acid, alkaline solutions or oxidizing agents.
Ge is also a typical material for ATR. crystals more resistant than
those previously indicated but it has high reflection losses due
its refractive index. Diamond ATR. cells have a thin polished
diamond mounted on the surface of a ZnSe crystal (or other
similar materials), protecting it from scratching and from corro-
sion by chemicals. So, with this material it is possible to obtain
ATR-FTIR spectra of strong acid, alkaline or oxidizing solutions
or abrasive liquids without damaging the ATR cell [2]. In recent
years, ATR-FTIR. applications with diamond cells have been
expanded, with applications such as the on-line determination
of glucose and poly (beta-hydroxybutyric acid) in Escherichia
coli [3]. pesticide screening in aqueous samples [4], bacteria
spectroscopic discrimination [5], determination of alkaloids in
poppy products [6], glucose determination in dried-down nano-
litre samples [7]. study of metabolic intermediates [8]. and the
determination of carbohydrates, alcohols and organic acids in
wine, coupled with high performance liquid chromatography
(HPLC) [9]. but none of these applications involves the use of
aggressive media and thus the main reason for the use of dia-
mond ATR is absent.

Sodium nitrilotriacetate (NTA) is a chelating agent widely
used in detergent formulations for avoiding the precipitation
of salts during the washing process [10]. It is highly nocive
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for the aquatic environment and it has been suggested as a
possible carcinogen in mammals [11]. Methods for its deter-
mination as a total chelons concentration include polarography
[12] or capillary electrophoresis [13]. For its direct determi-
nation differential-pulse anodic stripping voltammetry [14,15]
and HPLC [16] have been proposed. All that methods are time-
consuming and laborious, difficult to be coupled on-line and
not very appropriate for quality control purposes when a rapid
response is required.

The objective of this work is to develop a simple and fast
ATR-FTIR method for the direct quantification of NTA in high
pH commercial liquid detergents, showing the usefulness of
ATR-FTIR measurements in the field of quality control and to
evaluate the usefulness of its hypothetic automation in a flow
procedure using diamond probe fibers.

2. Experimental
2.1. Apparatus

A Bruker (Bremen, Germany) FT-IR spectrometer. model
Tensor 27, equipped with a MIR source, a Ge/KBr beamsplit-
ter and a temperature-stabilized lanthanum doped deuterated
triglycine sulfate (DLATGS) detector was employed for obtain-
ing FTIR spectra of aqueous standards and samples between
4000 and 600cm ™, using a three reflection D1.1rElSa.1Tlpl]RT'M
Diamond ATR system from Smiths Detection (Warrington, UK).

The OPUS (Version 4.2) software from Bruker was used for
controlling spectrometer and for the acquisition of data.

Omnic (Version 6.1) software, used for processing individual
spectra, and TQ Analyst software, used for carrying out valida-
tion studies, are both from Nicolet (Madison, WI, USA).

A vortex mixer from Velp Scientifica (Milano, [taly) wasused
for homogenization of samples and standards.

2.2. Reagents and samples

NTA technical grade (92%) was supplied from BASF (Lud-
wigshafen, Germany) and aqueous standards from 2.56 to
19.60% (wiv) were prepared by dilution with nanopure water,
obtained from a Milli-Q water purifier system (Millipore, Bed-
ford, MA).

Samples of five different commercial liquid detergent for-
mulations were obtained from Sanmarine Consorcio (Quart,
Valencia, Spain). Table 1 summarizes the main ingredients and
pH of those formulations. A series of laboratory samples were
prepared at reduced scale, in the same way than commercial
ones to be used as reference samples.

2.3. Proposed ATR-FTIR procedure

A drop of sample or standard was placed onto the surface of
the diamond-ATR cell of the FTIR spectrometer. ATR-FTIR
spectra were recorded between 4000 and 600 em™! with a
nominal resolution of 8cm™! and accumulating 50 scans per
spectrum. In these conditions an acquisition time of 23.5 s was
required for each measurement. The surface of the diamond cell

Table 1
Chemical compesition ofthe commenzial liquid de tergent formulations analysed
in this work

Formulation pH Major components

Fl 114 NTA. methyl ammonium alkyl sulfate, tri phosphate

F2 s MNTA, alpha-olefin sulfonate, tri phosphate,
hydroxide

F3 115 INTA. tri phosphate, tipolyphosphate

F4 11.6 INTA. alpha-olefin sulfonate, alkyl sul fonate,
polyglycolether, metasilicate

F5 11.0 NTA. polyglycolether, alpha-olefin sulfonate. tr

phosphate

Ingredients are listed by relative percentage (wiw) respect 1o the corresponding
technical raw material. The main ingredient for all formulations was distilled
water.

was cleaned with water and dried with soft paper between mea-
surement of different samples or standards. The measurement
of the water reference spectrum was acquired in the same con-
ditions.

As measurement criterion it was selected the peak area values
between 1604.5 and 1546 6cm™!, comected with a two-point
baseline established between 1743.3 and 13654 cm—1.

NTA concentration was obtained by interpolating peak area
values of samples in a calibration line established from six stan-
dard aqueous solutions containing between 0.00 and 19.60%
(w/v) and measured in the same experimental conditions.

3. Results and discussion
3.1. ATR-FTIR spectra of NTA and samples

Fig. 1 shows the ATR-FTIR spectra of NTA standards rang-
ing from 2.56 to 19.60% (w/v) in front of the water blank. As can
be seen, the main NTA bands appeared in the fingerprint region.
The strongest bands of the NTA at 1576 and at 1405.1 em™! cor-
respond to the asymmetric and symmetric stretching of the car-
boxylate group, respectively. A series of small bands appeared
at 1332.2em™!, 1265 cm™! (C—N stretching) and 1143.9 cm—!
(C—0 stretching) [17]. High background values are evident at
2000 cm™ ', due to the diamond absorption. However, in the fin-

e e
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Fig. 1. ATR-FTIR spectra of NTA standards in water, ranging from 2.57 o
19,60 (wiv). Measurement conditions: Sem~! of nominal resolution, 50 accu-
mulated scans per spectrum, witer background spectrum was used.
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Fig. 2. ATR-FTIR spectra of a 7.81% (w/v) NTA standard and different com-
memialliquid detergent formulations. Meazurement conditions: & em—! of nom-
inal rezolution, 50 accumulated scans per spectrum, background from water,

gerprint region, the water baseline is stable, allowing to use this
zone for NTA determination.

Fig. 2 shows the spectra of the five commercial formula-
tions investigated in this work compared with a 7.81% (w/v)
NTA standard. All formulations have clear differences with
MNTA spectrum, except for the most intense bands at 1576 and
1405.1cm™", which seems not be affected by other ingredi-
ents present in the products. So, it was reasonable the use of
these two bands for the quantification of NTA in liquid deter-
gent formulations. The ATR-FTIR absorbance spectra of the
principal ingredients of each formulation were recorded (spec-
tra not shown) for evaluating the possible spectral interferences
in the NTA determination. Finally, the two carboxylate stretch-
ing bands were selected for carrying out future studies due to
the absence of significant band overlapping.

3.2, Study and selection of the experimental measurement
conditions

The effect of both, the number of scans and the nominal reso-
lution, on the absorbance values of samples and standards were

Number of scans

Fig. 3. Effect of the number of accumulated scans per spectrum on the
absorbance peak area between 1604.5 and 1546.6em " (comected with o base-
line established between 17433 and 1365 4cm=" ), for a T81% (wiv) NTA
standard (@) and for the F1 reference sample (7). Results are expressed as
mean value = standand deviation for three independent replicates. Mominal res-
clution was Sem-!.

studied in terms of sensitivity and precision. Fig. 3 shows the
effect of accumulated scans on peak area values obtained for
sample F1 and a 7.81% (w/v) NTA standard for a fixed nomi-
nal resolution of 8 cm™!. As can be seen, the mean absorbance
values were not affected by the number of accumulated scans
but this parameter affects the repeatability, especially for sample
measurement. A value of 50 scans was selected, that provide a
good signal-to-noise ratio, a precision better than 0.4% and an
acquisition time of 23.5s.

The nominal resolution had a clear and critical influence on
the peak average area and precision, as canbe seen in Fig. 4, spe-
cially for low resolution values. The use of a spectral resolution
of 2cm~! provides the highest peak area signal but the spec-
tral noise found in these conditions provides a loss of spectral
repeatability. Absolute signal values obtained for 8 and 16 cm™!
are similar but the use of the last one had a lack of spectral infor-
mation. Sampling throughput also is affected by the nominal
resolution and, in this sense, as a compromise between sensitiv-
ity, precision and measurement frequency a nominal resolution
of 8cm™! was selected for subsequent studies.

55-
6.0 -
]
Bas i - .
E & & - &
& a0
3.5 * " ™ =
30
0 5 10 15 20

Nominal resolution (cm™)

Fig. 4. Effect of the nominal resolution on the peak area, for a 7.81% (wiv)
MNTA standand { &), reference sample F5 () and for sample F1 (7). Results are
expressed as mean value & standard deviation obtained from three independent
replicates. Mumber of scans 50 and peak area values calculated as indicated in
Fig. 3.
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Fig. 5. Effect of the residence time of the liquid sample in the diamond ATR
cell on the peak ara values, for sample F1, using metallic ring () and without
it (M. Each measurement was obtained accumulating 25 scans with a nominal
resolution of & cm—!. Peak area measurement conditions as indicated in Fig. 3.

One of the most important limitations in ATR-FTIR spec-
trometry is the difficulty of cleaning the ZnSe crystal surface,
for ensuring the absence of cross contamination. Diamond-
ATR cells allow us to make easier this process. In this sense,
scratching of cell surface is avoided due to the diamond
hardness.

On the other hand, as the cell surface is plain and the lig-
uid to analyse has a reduced surface tension, it spreads over
it, becoming a liquid microfilm, with the subsequent increased
evaporation of solvent and changes in the analyte concen-
tration, which is the case of working with liquid detergents
usually. Diamond-ATR accessories include a metallic ring to
minimize this effect. However, its use complicates the clean-
ing process. So, it was studied the variations of the peak area
as a function of the sample residence time, comparing both
approaches (with ring and without ring) for standards and sam-
ples. Fig. 5 shows the results of this study. The increase of
absorbance, due to the loss of water from the cell surface, is
small when using the metallic ring. whereas the increase is
notable if the ring is not used due to the evaporation of the
solvent. For a measuring time smaller than 100 s, there are
no significant differences between both approaches. So, as 50
scans were accumulated in less than 50's for a nominal resolu-
tion of & cm—!, it was decided not to use the ring in order to
reduce sampling time and facilitate the cleaning step between
measurements.

ABSORBANCE

2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Wavenumbers (cm™)

Fig. . Effect of pH on peak area walues for a 10% (w/v) NTA standard. Each
measumment was chtained accumulating 50 scans with a nominal resclution of
gem—L. (Inzet) Plot of the peak amea values between 16045 and 1546.6 em~!
(comected with a baseline established between 1743 3 and 1365.4cm=1) vs. pH.

3.3, Selection of measurement criteria

Different measurement criteria (peak area. peak height and
baseline correction ) were evaluated for the direct determination
of NTA in detergent formulations using an external calibration.
Table 2 shows the main analytical features obtained for differ-
ent measurement criteria. As can be seen. it has been obtained
an excellent comrelation for all NTA calibrations (R? = 0.9997),
using both, peak height or peak area, corrected with differ-
ent baselines. The best sensitivity was obtained for the peak
area between 1643.3 and 1491.3em™! comected with a base-
line established between 1805.3 and 1365.6em™". In all cases
the repeatability was better than 0.5% and limits of detection
between 0.015 and 0.037% (w/v) were obtained, which are ade-
quate for the determination of NTA in this type of samples.
However, it was necessary to carry out validation studies with
reference samples. in order to select the adequate criterion which
avoids interferences from to the presence of other ingredients in
the liquid detergent formulations.

It was selected the peak area between 1604.5 and
1546.6cm™L, corrected with a baseline established between
1743.3 and 1365.3 cm ™!, as the measurement condition that pro-
vides the lowest errors in the analysis of reference samples.

On the other hand, it must be noticed that the protonation
of the carboxylate groups present in NTA has a dramatic effect
on the peak area, as can be seen in Fig. 6. It is due to the shift

Table 2

Analytical features of the ATR-FTIR determination of NTA using different bands and measurement modes

Measurement mode  Wavenumber iom—!)  Baseline comection  Calibration curve y=a +BONTA S (wivi RSDA (%) LODY % iwiv)
a5y bty R (n=125)

Height 1406 1743.3-1365.6 —0.0008 + 0.0002  0.00721 £ 0.00002  0.9997 042 0.020

Height 1574 1743.3-1365.6 Q0010 £ 00004 001171 £ 000004 09998 032 0017

Area 1604.5-1546.6 1743314658 0044 £ 0,017 0.5186 £ 0.0017 0.9997 045 0032

Area 1438 8-1377.1 1743.3-1365.4 —0.021 £ 0.006 0.2278 £ 0.0006 09998 024 03

Area 1643.3-1491.3 1805.3-1365.6 0.06 £ 0.03 0713 £ 0,003 0.9297 0.26 0037

Area 1604.5-1546.6 1743.3-1365.3 0044 £+ 0017 0.5250 £ 0.0017 0.9297 033 0o1s

# Relative standard deviation for a standard solution containing 7.81% (wiv) (in=3).
" Limit of detection established from the standard deviation of 10 blank measurements (k=2 a probahility level of 99.65%).

-126 -



Ak
[Q ; ] Desarrollo de métodos analiticos medioambientalmente sostenibles por espectrometria FTIR

a74 JE Ventura-Gayete ef al. / Talanta 70 (2006) 70875

of carboxylate bands and that of baseline points. However, in
the 11.0-12.0 pH value, that corresponding with the studied
samples, the peak area value is constant. So it is unnecessary to
do any sample treatment nor to match the pH of standards which
is approximately 11.1 for the concentration range assayed.

34, Analysis of samples by external calibration and
recovery studies

Table 3 summarizes the results obtained for the determina-
tion of NTA in commercial liquid detergent formulations, also
including reference samples prepared at laboratory scale, to ver-
ify the absence of errors. Accuracy error was under 1% for the
formulations F1, F2 and F4 as compared with the manufacturer
data. For formulation F3 it was found a 1.84% error. However,
the determination of NTA in formulation F5 had a relative error
of —3.6%. As quality control required a 5% tolerance for this
product, it was concluded that the developed method was suit-
able for our purpose. Moreover, it is observed that there was a
small variation coefficient (CV) between samples of the same
formulation.

The precision obtained, expressed as the variation coefficient
was between 0.5 and 2%.

The accuracy of the ATR-FTIR determination of NTA was
also evaluated through recovery studies. Table 4 summarizes the
results obtained for all reference samples spiked at 70-200 mg
level. For this study, in arder to avoid the formation of instable

Table 3
Anal ysis of commercial liquiddetergent formulations by ATR-FTIR using exter-
nal calibration

Sample® % NTA (wiw)® Error (%)
Reference value ATR-FTIR
FI batch 1 785 T.90 £ 0.03 0.7
Fl batch 2 785 812 £ 001 22
FI1 laboratory 785 795 £ 0.03 0o
F2 batch 1 925 937 £ 0.03 13
F2 batch 2 925 938 £ 0.05 1.4
F2 batch 3 9.5 945 £ 0.03 2.1
F2 laboratory 9.25 9.33 £ Q.01 0.9
F3 batch 1 707 7.24 £ 0.03 24
F3 batch 2 707 7.30 £ 0.02 3.2
F3 laboratory 707 7.20 £ 005 L&
F4 batch 1 .80 6.99 £ 0.08 28
F4 batch 2 6.80 6.80 £ 0.004 0o
F4 laboratory 6.80 687 £ 0.02 L
F5 batch 1 6.22 6.00 £ 0.02 =21
F5 batch 2 6.22 5.99 £ 0.02 =37
F5 batch 3 6.22 6.08 + 0.03 =21
F5 laboratory 6.22 5.99 £ 0.01 =36

Meazurement conditions: peak arza between 1604.5 and 15466 cm~" fhaseline
1743.3-1365.3cm-1).

* Reference samples were prepared at laboratory scale, in front of commercial
samples which wene prepared at industrial scale.

L Percentage in {w/w) was cbtained from the concentration in terms of (wiv)
ohtained by interpolating sample peak areain the calibration line alsocongider
ing the sample density. Results are expressed as mean value £ standard deviation
of three independent replicates.

Takle 4
Recovery studies for samples diluted and spiked with different amounts of NTA

Sample NTA mass Individual recovery Mean recovery
added img) (%Las) (%eEs

Fl laboratory 724 10L& £ 0.1 1018 £ 0.6
136.5 1024 £ 06
1834 1012 £ 0.2

F2 laboratory 1143 1002 £ 0.2 997 £ 0.4
168.2 995 £ 0.2
2231 995 £ 0.3

F3 laboratory 8a.1 1001 £ 04 1014 £ 07
1257 1022 £ 0.1
1736 1010+ 04

F4 laboratory 874 102.04 & 0U06 1020 £ 1.0
1231 102,03 &+ 0008
1577 1004 £ 0.2

F35 laboratory 7.2 10L& £ 0.3 997 £ 18
120:6 988 £ 0.2
1629 984 £ 03

Resulis are expressed as mean value £ standard deviation forthree independent
replicates. Measunement conditions: as indicated in Table 3.

emulsions orthe precipitation of some ingredients, samples were
diluted before the addition of NTA. As can be seen, all recoveries
were near to 100%, showing the accuracy of the ATR-FTIR
developed method.

In addition, there were prepared some different spiked sam-
ples from commercial formulations (F1, F2) by adding very
small amounts of analyte being obtained recoveries around
100% (results not shown).

3.5, Analysis of samples by standard addition

The standard addition method was tested in order to investi-
gate possible matrix effects, specially for formulation F5 which
has a Youden blank clearly different to 0. In this study, we added
different quantities of NTA to a previously diluted aliquot of
sample and recorded the FTIR spectra in the selected condi-
tions.

From peak area values, we established a relation between
the corrected signal and the added MNTA, taking into consid-
eration the density of sample and standard added. For sample
F5 the equation obtained for the standard addition was cor-
rected signal=(0.0339 £0.0005)+{0.511 £0.005)C, being C
the NTA added, with an R* =0.9989. The content obtained by
this standard addition approach was 6.34 &£ 0.14% (w/w) (ref-
erence value of 6.22 (wfw)), being the relative error of 1.9%
instead —3.6% obtained for external calibration.

In conclusion, for the analysis of sample F5 could be rec-
ommended the use of the standard addition method instead the
external calibration in order to avoid the matrix effects and to
obtain accurate results.

4. Conelu

on

The developed method, based on the direct measurement
of alkaline samples by using diamond ATR. provides accurate
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and precise results in the analysis of commercial cleaning for-
mulations using an external calibration and has an excellent
throughput of 50replicatesh™", with a sample consumption of
less than 0.2mL per three independent replicates. These fea-
tures are in good agreement with the quality control analysis
exigencies, being remarkably the low LOD achieved of 0.015%
(wiw), adequate for its use in the analysis of cleaning formula-
tions. Automation of the developed method would be possible
through the use of diamond-ATR. probes, inserted directly in the
product.
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Abstract

The mechantzation of attenuated total reflectance measurements (ATR) m Fourier Transform Infrared specrometry (FTIR) through the
use of multicommutation has been evaluated m order to reduce the sample consumption and waste generation also avoiding risks of cells
breaking. A new multicommutation ATR-FTIR procedure has been proposed for the determimation of sodium alpha-olefin sulfonate (AOS)
m hguid detergent formulations. The mam advantages of this method are the low consumption of sample (96 ml per 100 determinations)
and the analytical throughput (23 h™" versus 15 h™" for the manual mode). Results obtained for reference samples containing 7.52% to
9.52% (wiw) of AOS are in the 0.5% (w/w) error range, with a mean precision of 0.3% RSD. Recovery studies evidence the accuracy of
the method, with avemge values around 100%. It was evaluated the possibilities of ATR-FTIR analysis of different types of hquid samples
like beer, orange juice, milk and olive o1l, showing the great versatihty and applications of this approach to mprove sample mroduction

and cell cleaning.
@ 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Kewwords: Multicommutation; Detergent analysis; Sodium alpha-olefin sulfonate determination; Attenuated Total Reflectance-Fourier Transform Infrared

Spectroscopy

1. Introduction

Since the middle of nineties, multicommutation has
become a powerful tool in flow analysis, presenting great
advantages with its versatility, easiness of automation, and
the possibility of minimizing reagents and sample consump-
tion and waste generation. This flow analysis strategy,
developed in Brazil, allows the modification of the system
directly in a real-time scale, versus classical flow analysis
which needs manifold reconfiguration in most of cases [1].
On the other hand, it has been evidenced that multicommu-
tation reduces sample handling, and it is useful for carrying
out on-ine dilutions [2].

Sensitivity of flow analytical procedures can be im-
proved by increasing residence times, and thus, in this
sense, multicommutation provides the potentiation of the
stopped-flow approach [3].

* Corresponding author. Tel./fax: +34-96-3544838.
E-mail address: miguel delaguardis@uv.es (M. de la Guardia).

0026-265X/8 - see front matter © 2004 Elsevier B.V. All rights reserved
doi:10.1016/j.microc. 2004.03.00%

In recent years, different procedures based on multi-
commutation have been developed. Typical techniques
improved by using multicommutation are UV -Vis spec-
trometry [4.5], turbidimetry [6], potentiometry [ 7], fluorim-
etry [8] and atomic fluorescence [9]. Until now, no
references of multicommutation coupled with vibrational
techniques appear in the bibliography.

Nowadays, Fourier Transform Infrared spectrometry
(FTIR) combined with flow-analysis presents interesting
applications that are increasing [10,11], but in general
involves the use of relatively high volumes of samples
and standards and provides big volumes of wastes.

Attenuated Total Reflectance (ATR) has been applied to a
wide variety of samples in control analysis of raw materials
and industrial products [12,13]. The use of ATR cells in
FTIR spectrometry allows the direct measurement of aque-
ous samples.

The use of multicommutation coupled with ATR-FTIR
spectrometry could improve the speed of analysis and
provide a secure filling and cleaning of the flow-cell with
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minimum sample handling, sample consumption and waste
generation. The main objective of this work has been the
development of a simple and fully mechanized procedure
for direct ATR-FTIR determination of sodium alpha-olefin
sulfonate (AOS), an anionic surfactant widely used in liquid
detergent formulations. Moreover, strategies for obtaining
ATR-FTIR spectra of different types of samples with the
flow system developed are evaluated and compared with the
manual mode features.

2. Experimental
21, Apparatus

A Magna FT-IR 750 spectrometer from Nicolet (Madi-
son, WI, USA), equipped with a DTGS tempermture-stabi-
lised detector, a KBr beam splitter and a benchmark out-of-
compartment overhead attenuated total reflectance accesory
with a flow-through top-plate fitted with 45° ZnSe 6
reflection crystal from Graseby Specac (Orpington, UK),
was used to collect the ATR-FTIR spectra of the different
samples analysed. The whole spectra, between 4000 and
600 cm™", were obtained with an interferometer mirror
velocity of 0.6329 em 5"

Acquisition and processing of spectra were carried out
with the Omnic 1.2 software from Nicolet. A Gilson Mini-
puls 2 peristaltic pump (Villiers-le Bel, France) with poly-
vinyl chloride tubes of 0.15-cm i.d. was used to aspirate
samples and standards through the ATR flow cell. Flow lines
were made of polyethylene (PTFE) tubing (i.d.=0.8 mm).

Four NResearch 161K031 three-way solenoid valves
(Stow, MA, USA) and a PC 486 microcomputer connected
by the paralel port to a Toshiba ULN2R03A chip were

employed for the multicommutation experiments (see Fig. 1
for details of the experimental setup).

2.2. Reagents and samples

Sodium alpha-olefin sulfonate (AOS) technical grade
reagent was obtained from Guinama (Valencia, Spain) and
standard solutions up to 14.5% (w/w) were prepared in
deionized water.

Liquid detergent samples were obtained from Sanmarino
Consorcio {Quart, Spain) and the other samples assaved
were obtained from the local market and processed without
any pretreatment except in the case of beer which was
filtered through paper before measurement in order to
eliminate the CO, gas bubbles.

Reagents employed for cleaning the system after sample
measurements were deionized water and an aqueous solu-
tion of a commercial detergent from Sanmarino Consorcio
(Quart, Spain).

2.3. Flow system setup and recommended procedure for
detergent analysis

Fig. 1 shows the experimental setup employed for multi-
commutation ATR-FTIR determination of AOS in deter-
gents and for the transport of different types of samples in
order to obtain the ATR-FTIR spectra. Valve 1 (V,) was
used for introducing altematively samples and carrier; Vs
was used for introducing standards, or cleaning solutions in
the case of milk and oil samples. Insertion of air bubbles
was made by using Vi, which was used to improve the cell
cleaning for some samples, but was unnecessary in the case
of detergent analysis. Vs was used to control the flow during
the spectra acquisition time for both, samples and standards,

Vi vz Vs Vs
ATR-FTIR s
Carrier__ m m m N Flow cell R m
Sample Standard/ Air Peristaltic
Cleaning solution Pump
Aty
A | % Vi's 4 Vil
Vi's g Vi W % A %
Vit ?/7 V.l L v thmmmam [
Vi A v EEEEL Vil e
Becen % po. % %
SAMPLING STANDARDS EXHAUSTIVE CLEANING *

Fig. 1. Multicommutation manifold employed for the determination of AOS by ATR-FTIR spectrometry and sampling pattern. Note: Vy, Va, V3 and Vy are

three-way solenoid valves. The peristaltic pump was emploved for sample aspiration using a flow rate of 1.92 ml min

I. Deionized water was used as carrier

stream. Switching on or off the valves permits us to select the aspiration pathways in each valve for 0-bit or 1-bit positions. The manifold was used also for the
obtention of ATR-FTIR spectra of beer, orange juice, milk and olive oil samples. In that case, a cleaning detergent solution was introduced through the 1-bit V,
position. In the bottom of the figure, indicated is the sampling pattern for both samples and standards; in the case of AOS determination, Ar, being the sample
aspiration time, Aty the standard sspiration time, Ar, the carrier aspiration time and Af_., the scanning time. (*) The V, (milk, olive oil, orange juice samples),
V2 (cleaning solution) and Vs valves were combined as better cleaning efficiency obtained for each sample, by varying the switching on/off pattern.
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Fig. 2. ATR-FTIR spectra of sulfonate standards {A) and a detergent formulation (B). Inset: Measurement region in which determinations were made. Spectra

of the standards were displaced in the y axis in both cases. Instrumental conditions: 100 scans per spectrum for background and samples, 8 cm

resolution, background from water.

or cleaning solutions. When V; was switched off, solutions
went directly to waste, and when it was switched on, the
sample passed through the ATR flow cell by aspiration and
in that moment the flow cell was filled with the
corresponding solution and the ATR-FTIR spectra were
recorded in the stopped-flow mode. In that way, it was
unnecessary to switch off the peristaltic pump during the
spectrum acquisition.

In order to fill completely the flow cell with the sample,
W, was switched on (bit 1) during 30 s. After that V; was
switched on during the time required for obtaining the ATR-
FTIR spectrum (76 s) in the stopped-flow mode using a
background of the cell filled with water and V), returned to
switch-off position (bit 0).

For cleaning the flow cell, V4 and V) valves were
switched off, passing water through the cell by aspiration
during 50 s. Then the system was ready for the next
determination.

The sampling pattern for standards in the stopped-flow
mode was the same but in this case the operative valves
were Vs and V.

Fig. 1 indicates the programmed time for sampling
pattern bemng indicated by k”}‘ the i identification of valve
and the position j, being j=0 and j=1 for valve switched off
and on, respectivelv. So Az corresponds to the aspiration
time for sample, Az, the aspiration time for standards or
cleaning solution and At the flow cell cleaning time. Aty
corresponds to the air bubble insertion time and Ar,_,, the
scanning time.

The carrier solution flow rate was fixed at 1.92 ml minfL,
taking into consideration that the 161K031 solenoid valve
support ca 30 psi.

! nominal

All the software employed and electronic interface for
valve control were developed in our laboratory, which can
be supplied on request, and the sequence of electronic
pulses was generated by the software written in QuickBasic
4.5 which controls the multicommutation system.

2.4. Recommended procedure for data acguisition of
different types of samples

The procedure developed for obtaining the ATR-FTIR
spectra of different liquid samples (beer, milk powder solu-
tion, orange juice and olive oil) varies depending on the type
of sample. For beer, cleaning the flow cell with water 1s
enough to recover the background baseline. The orange juice,
olive o1l and milk powder samples required additional clean-
g cvcles with a detergent. Additionally, bubbles of air were
mtroduced by switching on valve Vs to improve the cleaning
efficiency. The flow rate was in all cases 1.92 ml min™'

Table 1
Selected experimental conditions for mubticommutation ATR-FTIR deter-
mination of sodium alphe-olefin sulfonate (AOS)

Parameter Value

Number of scans (background and sample) 100
Nominal resolution (cm '} 8

Background mode water
Measurement mode Stopped-flow
Zero filling level 2

Apodization Happ - Genzel
Flow rate {ml min '] 1.92
Sampling time (s) 30

Cleaning time (s} 50
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Fig. 3. Effect of instrumental conditions on the absorbance of AOS. (A)
Effect of the accumulated scans per spectrum. (B) Effect of the nominal
resolution. In both cases, a 7.52% (wiw) AOS formulation was measured
using 2 nominal resolution of 8 cm ™' for data in A and 50 accumulsted
scans in B. All the values correspond to the average+ s standard deviation
of three . the me iteri peak area
(1049110346 cm '] being corrected with a two-point baseline
(1020.2-995.1),

li cat.
P

except for olive o1l sampling, in which the viscosity of sample
reduces the flow rate to 0.9 ml min~".

3. Results and discussion

3.1, ATR-FTIR spectra of the AOS detergent

Fig. 2 shows the stopped-flow ATR-FTIR spectra
obtained for a typical detergent sample formulation and

Absorbance Peak Area
=
=
-

04 T T "
0 20 40 60

sampling time (s)

Fig. 4. Effect of the sampling time on the absorbance peak area of a liquid
detergent sample containing 8.352% (w/w) of AOS, measured using a
nominal resolution of 8 cm ' and 100 accumulated scans. All the values
correspond to the averagets standard deviation of three replicates, the
measurement criterium sbhsorbance peak area (1049.1-1034.6 cm Y being
corrected with a two-point baseline (1020.2-995.1).

analvte can be identified in both standards and sample.
So, it is possible to determine directly AOS by the using this
band.

An exhaustive study of the measurement conditions
including the use of different baselines and measurement
criteria was carried out (results not shown). The selected
conditions were based on peak area between 1049.1 and
10346 cm™' with a two-point baseline established be-
tween 1020.2 and 995.1 cm™" which provides precise and
accurate values for the determination of AOS in samples
considered.

3.2, ATR-FTIR measurement conditions

Table 1 summarizes the selected conditions used for the
multicommutation ATR-FTIR determination of AOS which
corresponds to typical 100 accumulated scans (for back-
around and samples) obtained at a resolution of 8 em™' in
the stopped-flow mode and involve a 30 s sampling time
between 50 s cleaning steps. The aforementioned conditions
were taken in order to obtain an adequate signal-to-noise
ratio in as short as possible measurement time.

Table 2

Analytical features of the ATR-FTIR determination of sodium alpha-olefin
sulfonate in liquid detergent formulations by both 2 manual procedure and a
multicommutation approach

Parameter Multicommutation Manual

Throughput (h™") 23 15

Sample volume 06 100
(ml for 100 determinations)

Waste (mlh ') s 250

Calibration curve F=0.0769£0.0011) C

{%)—~(0.007+0.010)

IS 0.996
LOD (% (wiw)]* 1.2
Variation coefficient (%)° 1.3

2LOD % (wiw) calculated as 3 Syislope.
" Established for 4 independent measurements of a standard containing
7.48 % (wiw) AOS.
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Table 3
Determination of sodium alpha-olefin sulfonate in liquid detergent
formulations by multicommutation ATR-FTIR

Sample % (wiw) by Standard deviation Real content
ATR-FTIR (5) [% (wiw)® [% (wiw)]"
M1 749 03 7.52
M2 8.3 02 8.52
M3 9.5 0.3 9.52
Added amount (g)f %Recovery Standard deviati
(5) [% (wiw))
0.1035 b4 4
0.2369 102.7 1.1
0.5578 101.9 0.5
0.6012 102.7 1.8

* Standard deviation of 3 independent analysis.

" Data provided by the manufacturer.

 Recovery data were found for 10 g aliquot of sample M2 spiked with
known amounts of analyte

Fig. 3A shows the variation of absorbance of a sample
(corresponding to the area between 1049.1 and 1034.6
cm™! with a bascline established between 10202 and
995.1 cm™") as a function of the number of accumulated
scans per spectrum, being also indicated the time
employed to carry out this measurements. The finally
selected value of 100 scans was tried in order to obtain a
good compromise between sensitivity, precision and scan-
ning time.

Fig. 3B shows the results of the study of the influence
of nominal resolution on the absorbance measurements. A
nominal resolution of & cm™" provides the best sensitivity
and an adequate precision in a reasonable acquisition
time.

3.3. Multicommutation parameters

The multicommutation flow-system emploved required
the selection of few parameters as the carrier flow rate,
sampling time and cleaning time. The flow rate was fixed at
1.92 ml min~" in order to reduce analysis time and for
avoiding the formation of foam during sample transport.

Fig. 4 shows the effect of the sampling time on the
analytical signal. It can be seen that a constant absorbance
value is reached for a sampling time of 30 s. So, 30 s was
selected to the complete filling of the ATR flow-through cell
and assure the absence of air bubbles.

After data acquisition, the sample must be removed from
the ATR cell and it must be cleaned to avoid memory
effects. So, a cleaning step by using the water carrier flow
Was necessary.

Fig. 5 shows the effect of the cleaning time on the
absorbance measurements made at the typical band of
AOS and, as it can be seen, 50 s is enough to remove
totally the sample or standard solution between measure-
ments, obtaining the blank signal of the water carrier.

3.4. Analyvtical features

Table 2 summarizes the analytical features of the multi-
commutation ATR-FTIR determination of AOS. The ana-
Iytical throughput is slightly increased, 23 h™", versus the
15 h~! found by a the manual procedure. However, the most
important advantage of the multicommutation developed
procedure versus the classical one is the on-line filling
and cleaning of the expensive ATR flow-cell, which gets
off the possible breaking or surface attach/degradation by
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Fig. 6. Effect of the sampling time on the spectrum recorder of an orange juice sample obtained by multicommutation ATR-FTIR. Spectra were established by

accumulating 50 scans and using a 8 cm !

nominal resolution. Sampling time =0 s; 17=20 s and r5=30 s.
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Fig. 7. Effect of cleaning cycles on the spectrum recorder of an olive oil sample obtained by multicommutation ATR-FTIR. Spectra were established
accumulating 50 scans and using a ¥ cm " nominal resolution, Cleaning cycles ng=0; my=10 and ny=150,

handling and cleaning it. So, sample consumption is only
slightly lower than that obtained in batch measurements, but
waste generation is drastically reduced to less than 50% of
that obtained in manual.

The calibration curve was ¥=(0.0769+0.0011)C~
(0.007+0.010), ¥ being the area between 1049.1 and
1034.6 cm™", with a baseline established between 1020.2
and 995.1 cm™', C the concentration of AOS in % (w/w).
The limit of detection obtained, 1.2% (w/w), is enough for
the analysis of liquid detergent formulations and, due to the
use of the stopped-flow mode, does not reduce the analytical
sensitivity obtained in batch.

3.5, Sample analysis and recovery studies

Table 3 shows the results obtained for the determination
of AOS by the developed procedure in the industrial
reference samples obtained from Sanmarino Consorcio
(Quart, Spain). For the three samples, the content found is
in the +5% error range. So, the accuracy of the method is

appropriate for the quality control of detergent formulations.
Excellent precision values were obtained, in all cases, with
relative standard deviation values of three independent
determinations of the order of 0.3% (w/w).

A recovery study was developed in order to assess the
accuracy of the multicommutation ATR-FTIR determination
of ADS. Aliguots of 10 g sample containing 8.52% (w/w)
were spiked with different known amounts of AOS, from
0.1035 to 0.6012 g. Recovery values obtained varied from
99% to 102.7% with a good precision for four independent
analysis, confirming once again the appropriate character-
istics of the method of multicommutation ATR-FTIR.

3.6. Application of multicommutation ATR-FTIR to different
types of samples

In order to test the applicability of the use of mulii-
commutation ATR-FTIR for the analysis of different types
of samples, the aforementioned strategy employed for ADS
determination in liquid detergent formulations was applied to

Table 4

Selected experimental conditions for the analysis of different types of samples through multicommutation ATR-FTIR

Sample Sampling Cleaning Throughput Volume of Volume of Cleaning
time (s} time (s) (h '} sample (ml) waste (ml) cycles

Beer 30 40 33 96 224 0

Milk powder® 50 40 28 160 288 5

Orange juice 30 60 28 96 256 10

Olive oil 60 190 12 90 458 150

The experimental conditions correspond to the obtention of reproducible data for the samples considered and the recovery of the baseline after cleaning the
system. Volume of samples and wastes were caleulated for 100 determinations. Cleaning cyeles to remove milk, orange juice and olive oil samples were based
on the sequential aspiration of detergent solution during 1 s and water during 1 s, air bubbles during 1 s and detergent solution during 1 s, and detergent solution

during 0.5 5 and air bubbles during 0.5 s, respectively.

= Sample was a 10 % (w/w) solution of milk powder in deionized water.
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obtain ATR-FTIR spectra of different samples, from beer to
olive oil.

The purpose of this study was to evaluate the experi-
mental conditions required to completely fill and clean the
ATR cell and to obtain sensitive and reproducible spectra
from each type of sample, as well as to evaluate the
sampling throughput, the sample volume required and the
waste generated.

Fig. 6 shows, as an example, the effect of the sampling
time on the signals found for an orange juice sample
accumulating 50 scans and using 8 cm™'; as can be seen,
30 s provided a clear enhancement of the measurements as
compared with 20 s.

On the other hand, the complete cleaning of the cell after
measurements requires the use of several cleaning cycles
using water, or water and a detergent solution including air
bubbles, to remove superficially adsorbed compounds.

Fig. 7 shows the effect of 10 and 150 cleaning cvcles on
the total removal of an olive oil sample from the ATR cell.

In short, Table 4 shows the selected experimental con-
ditions found for the ATR-FTIR analysis of the different
samples assayed and, as can be seen, this approach provides
sampling throughput from 12 to 33 h™', with a sample
consumption between 90 and 160 ml for 100 determinations
and a waste volume generated from 224 to 458 ml, the olive
oil analysis being the most complicate procedure which
involves 150 cleaning cycles and thus a reduced analytical
productivity and a high volume of waste.

However, it must be noticed that the aforementioned
conditions offer a great enhancement in both productivity
and sample consumption, as well as waste generation, as
compared with the classical approach based on the use of
in-batch measurements, and open the possibility to im-
prove the analysis of these types of products by partial
least squares (PLS)-ATR-FTIR, which are based on the
spectra acquisition and process of big series of untreated
samples.

Tables 5a and 5b provide the timing valve courses used to
obtain ATR-FTIR data from the different types of samples

Table 5a

Scheme of the electronic pulses and the corresponding times used in the
multicommutation ATR-FTIR obtention of data from detergent formula-
tions and beer samples

Sample Valve 1st step 2nd step 3rd step
Detergent v, 1(30s) 0 (76 s) 0(50s)
Vs 0 (30 s) 0 (76 s) 0(50s)
Vi 0(308) 0 (76 5) 0(503)
Vs 0 (30 5) 1(76 s) 0 (50 s)
Beer v, 1 (30s) 0 (38 5) 0 {40 s)
Va 0 (30 5) 0 (38 ) 0 {40 s)
Vi 0 (30 s) 0 (38 s5) 0 (40 5)
V, 0(305) 1(3% g) 0 (40 s)

1st step corresponds 1o sampling, 2nd step corresponds to scanning and 3rd
step corresponds to the cleaning of the flow-cell. Electronic pulses are
indicated as bit 1 {switching on) and bit 0 (switching off). In the case of
detergent analysis, standards were introduced through V, valve using the
same electronic pulses and times than for sample.

Table 5b
Scheme of the electronic pulses and the corresponding times used in the
multicommutation ATR-FTIR obtention of data from different types of
samples

Sample Valve 1ststep 2ndstep 3rd step: cleaning  4th step
cycles
Milk v, 1(30s) 0(38s) O(ls) 0(ls) 0(30s)
vy 0(50s) 0(38s) 1(1s) 0(1s) 0(30s)
Vs 0(50s) 0(38s) 0(1s) 0(1s) 0(30s)
Vs 0(50s) 1(38s) 0(1s) 0(1s) 0(30s)
Orange juice  V, 1(30s) 0(38s) O0(ls) O(ls) 0(40s)
V, 0(30s) 0(38s) 0(Is) 1(Is) 0(40s)
Vs 0(30s) 0(38s) 1(Is) O(ls) 0(40s)
Vs 0(30s) 1(38s) 0(1s) 0{1s) 0 (40 s)

Olive oil Vi 1iehs) 0(38s) 0(05s) 0(05s 0(40s)

V, 0(60s) 0(38s) 1(05s) 0(05s) 0(40s)

Vy  0(60s) 0(38s) 0(05s) 1(05s) 0(40s)

Vs 0(60s) 1(38s) 0(05s) 0(05s) 0(40s)
1st step corresponds to sampling, 2nd step corresponds to scanning and 3rd
step corresponds to the sample removing from the flow-cell during a fixed
number of cycles using alternatively a detergent solution and air bubbles or
water. 4th step corresponds to the final cleaning of the cell after carrying out
the precedent cleaning cycles. Electronic pulses are indicated as bit 1
(switching on) and bit 0 (switching off).

assayed being considered; in Table 5a, those samples which
do not require a specific cleaning procedure, beer and
detergent ones; and Table 5b, those samples for which it
has been necessary to carry out some cleaning cycles con-
sisting in the alternated insertion of both detergent and water
or air bubbles in order to achieve the complete cleaning of the
cell.

4. Conclusion

Studies carried out evidenced that multicommutation
provides an excellent way for the fully mechanized analysis
of different samples by ATR-FTIR, offering a less expen-
sive, flexible and environmentally friendly tool for both
direct determination based on PLS treatment of FTIR data
and classical approaches involving the determination of
specific components through the use of absorbance data at
selected wave number bands.

In all the cases, multicommutation improves the sam-
pling throughput and reduces the sample consumption and
waste generation.

For AOS determination in liquid detergent formulations,
appropriate analytical features were found for quality con-
trol analysis.
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Abstract

A fully mechanized method to determine benzene in motor gasolines has been developed based on the use of Fourer transform infrared
spectroscopy (FT-IR) and multicommutation. The flow network comprised a set of three-way solenoid valves and was controlled by means of
a microcomputer furmished with an electronic interface and running by a software written in QUICK BASIC 4.5. The flow network and control
software were designed fo implement the multicommutation approach providing facilities to handle sample and reagent solutions. so that.
sample dilution. external calibration and standard addition could be easily performed on-hine. The method permits the direct determination of
benzene without any pre-treatment of samples, with a limit of detection of 0.004% (v/v) and a variation coefficient of 1.2% (for 10 independent

analysis of a gasoline sample contaiming 3% (3
3.75% (w/v). a solvent consumption of 1.2

benzene). Advantageous features of the method were a linear response ranging until to
nl per determination and an analytical throughput of 81 samples per hour. So, the described method

is a fast and sustainable alternative to the previous methods for benzene determination in gasolines.

© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Eeywords: Multic

ion: Fourier transform infrared spectrometry; Gascline; Benzene: Green chemistry

1. Introduction

From the pioneering studies on flow mnjection infrared
spectrometry (FI-IR) [1-6] it was evident that the mecha-
nization of IR measurements involved the main advantages
of FI techniques but specially it enhanced the quantitative
application of IR by simplifying the filling and cleaning of
the cells also improving the laboratory productivity. On the
other hand, the use of Fourter transform infrared mnstrumen-
tation (FT-IR). offered an excellent multi-wave number and
thus multicomponent detector in FI [6-9]. So. the use of
FI and FT-IR demonstrated to be a synergistic combination
[10.11].

Benzene 1s present in gasoline at percentage levels and
it can affect the quality of air in the cities due to the car-
cinogenic nature of this compound. So. the environmental
laws in different countries established maximum tolerated
levels of benzene 1 blended gasoline, which 1s commonly
accepted to be under 5% (v/v).

* Comespondmng author. Tel: +34-96-3544838; fax: +34-96-3544838.
E-mail address: miguel delaguardia@uves (M. de la Guardia).

0003
doi:10.1016/).aca.2004.02.047

2670/% — see front matter © 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

It was demonstrated in previous works that FT-IR offers
an alternative way for the determination of benzene in gaso-
line, based on the use of a 1:10 off-line dilution of sam-
ples with hexane and absorbance [9] or first order deriva-
tive measurements [7], or directly by using the vapor-phase
generation approach [12].

In recent vears, multicommutation and binary sampling
based strategies have been well established in order to
improve the characteristics of the traditional FI proce-
dures [13] m terms of (1) a fully mechanization of the
analytical processes. (2) a drastic reduction of reagents
consumption and waste generation, and (3) an enhance-
ment of the analytical productivity, based on the improve-
ment of the sampling throughput and all that without
sacrificing the sensitivity and precision inherent to the FI
procedures.

So, nowadays different procedures have been performed
through the use of multicommutation m UV-Vis spectrom-
etry [14.15] potentiometry [16.17]. fluorometry [18], and
atomic fluorescence [19,20] being evidenced in a compared
study between traditional FI, sequential injection analysis
(SIA) and multicommutation [21] that this latter strat-
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egy 1s the most sustainable and environmentally friendly
alternative.

However, till now there 1s no precedent on the use of mul-
ticommutation in vibrational spectrometry and so. the mamn
objective of the present work has been the development of a
simple and fully mechanized procedure for FT-IR determi-
nation of benzene 1n gasolines, trying to do the direct anal-
vsis of samples and to reduce the number of solutions to be
managed as minimum as possible, at the same time than to
evaluate the improvement offered by multicommutation as
compared with the classical FI strategy.

2. Experimental
2.1. Apparatus

A Magna IR 750 spectrometer from Nicolet (Madison,
WL USA) equipped with a DTGS temperature-stabilised
detector with a KBr beamsplitter and precise digital signal
processing (DSP) was used to carry out the IR measurements
using a NaCl windows micro-flow cell.

A Gilson Minipuls 3 peristaltic pump Model M312
(Villiers-le Bel. France) with fluorinated elastomer Viton®
tubes (Iso-Versinic) of 0.15 cm 1.d. and a six-way injection
valve were used to introduce samples and standards diluted
in hexane 1n the conventional FI mode.

0 vz

Hexane

Benzene

Hexane

Gasoline

tig

tia

.

g

L:¥]

i

| MR MR R

Atay
1st and Znd pulse
EXTERNAL C/

Reaction coll

Reaction coils and flow lines were made of polyethy-
lene (PTFE) tubing (1.d. = 0.5mm).Three NResearch
161T031 three-way solenoid valves and a 486 micro-
computer equipped with a PCL 7115 Advantech elec-
tronic interface, were employed for the multicommutation
experiments.

2.2, Reagenis

Analytical reagent grade benzene from Panreac (Barce-
lona, Spamn) and hexane from Probus (Barcelona, Spain)
were employed for the preparation of standard solutions. A
10% (v/v) benzene stock solution was used to inject different
volumes in FI and multicommutation medes.

2.3. Samples

Thirteen gasoline samples were analysed using multicom-
mutation procedure for the determination of benzene. These
samples were obtained from the British Petroleum factory
(Castellén, Spain). Data obtained by multicommutation were
compared with those found by measurements 1 the classi-
cal FI mode.

To determine benzene. gasoline samples were diluted
1 + 9 with hexane in the FI procedure. using a 0.5ml
injection loop, while there was unnecessary any previous
pre-treatment by multicommutation analysis.

Pump

&— Waste

|

Micro-flow cell
NaCl windows

Aty

IBRATION -15-

R R RV R KRR

Atag
1st and 2nd pulse
STANDARD ADDITION

Fig. 1. Multicommutation manifold employed for the determination of benzene by FI-IR spectrometry. [, F2, and I3 are the three-way solenoid

valves. A PTFE reaction coil of 0.5 mm i.d. and 239 cm length was used. The peristaltic pump is employed

solutions aspiration using a flow rate of

3.2mlmin~}. Benzene corresponds to 2 10% (v/v) standard solution. Gasoline indicates the samples. Hexane is the carrier stream. Switching on or off
the valves permits us to select the aspiration pathways in each valve for 0 bit or 1 bit positions. In the bottom the insertion profiles corresponding to
direct determination through external calibration and standard addition analysis are depicted. f;, indicates the programmed tme for valve 7 in position j
being j =0 orj =1 for switching off and on, respectively each valve. Ag; being the aspiration time for each one of the solutions considered.
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2.4 Flow system and software design

The home made electronic interface developed to drive the
solenoid valves in multicommutation mode FT-IR measure-
ments offers the possibility to simultaneously drive seven
three-way valves, with a power battery of 12 V. However, for
the studies included in the present work, only three solenoid
valves were operated. As 1t can be seen in Fig. 1 in which
1s depicted in the experimental set up, 71 was employed for
the introduction of samples or hexane. 7y was used for n-
troducing benzene or hexane and 73 for switching on/off
the selection of 7 and I controlled solutions, respectively,
through the analytical pathway.

Table 1 shows the scheme of the programmed electronic
pulses 1 order to do both, direct determination through ex-
ternal calibration and the standard addition analysis.

Table 1
Scheme of the electric pulses and their comesponding times employed for

mulfice tation FT-IE. determination of benzene
First step Second step Third step
External calibration
Ty on® 013 I off 105
s offt 015 I3 off 103
Fa on 02s I3 off 1.03
73 off 0.2s I3 off 103
V3 on 03s I3 off 1.0s
T off 0.3s I3 off 1.0s
T on 04s Iy off 1.0s
T3 off 0.4s I3 off 103
T2 on 0.5s I3 off 103
T off 0.3s I3 off 1.0s
T on 0.6v I off 1.03
T3 off 0.6s Foff 1.0s
Sample analysis
Fl on 125s ] off 3003
¥3 on 12355 I3 om 30.0s
Standard addition
V)l on 1255 I3 on 003 I off 3003
¥5 on 1255 I3 off 005 I3 on 30.0s
) on02s I3 on 02z I off 0.82
T; on 02s I3 off 0.2 I3 on 0.8z
7y on02s I3 on04s I} off 0.63
¥5 on 0.2s I3 off 045 I3 on 0.63
¥l on 02s 3 on 0353 I off 0.5s
3 on 02s I3 off 0.53 I3 0n05s
F) on 02s P2 on0.7s I off 0.3s
¥3 on 0.2s I3 0ff 0.75 I3 on 033
Tl on 02s I3 on 083z I off 025
F; on 023 I3 off 0.83 I3 on 023
71 on02s I7on 093 I off 0.1s
T; on02s I3 off 095 I3 on01s

These steps were programmed in QUICKBASIC 4.3 and correspond to
the first pulse program.

2 On comresponds to 1 bit pesition.

° off cormresponds to 0 bit position, as indicated in Fig. 1.

When using external calibration valve V3 selects sam-
ples (when switched on) or benzene standard solution (when
switched off). On the other hand, samples were aspirated
through ¥ and a 10% (v/v) benzene standard was aspirated
through valve 72 being used hexane for on-line dilution of
the standards in order to obtain a series of solutions equiv-
alent to 0.91, 1.67, 2.31, 2.86, 3.33, and 3.75% (v/v) n the
flow cell for aspiration times of 0.1, 0.2. 0.3, 0.4, 0.5, and
0.6s of 72 1n bit 1 position. respectively

For standard addition analysis short pulses of valve 11
provides the mixing between samples (selected through
valve 1) and standard (selected through valve 75) and thus
1t 15 possible to obtain a calibration line with seven triplicate
points 1 approximately 15 min and using a single standard
stock solution and untreated samples.

2.5. Flow injection analysis-reference procedure

Dilute gasolme samples 1 + 9 with hexane and inject
500 pl 1nside a single line FT manifold. measuring the area
of the FI recordings obtained from measurements of ab-
sorbance peak heights at 675 cm~! corrected with a baseline
established between 712 and 650 cm™". Interpolate area val-
ues obtained for samples in the regression line found by in-
jecting 500 pl of benzene 1n hexane standard solutions con-
taining from 0.1 to 0.6% (v/v)

Data obtained by external calibration were compared with
those found by off-line standard addition. by adding to 2ml
aliquots of gasoline, different volumes of a 10% (v/v) ben-
zene standard (from 0.1 to 0.5 ml) and diluting to 10 ml with
hexane

2.6. Multicommutation analysis-developed procedure

The flow network and control software were designed to
implement the binary sampling approach and the sampling
step was carried out following the valves on-/off-time course
indicated 1 Fig. 1. Under these conditions, the reaction coil
was loaded with a string comprising sample plugs in tandem
with plugs of carrier solution. This sampling strategy was
employed to attain two beneficial conditions: (1) an on-line
dilution of the untreated sample and the insertion on-line of
external standards or (2) the fast standard addition calibra-
tion using a single 10% (v/v) stock benzene solution. Table 1
indicates the scheme of the electric pulses to do both, exter-
nal calibration and standard addition analysis.

3. Results and discussion
3.1. FT-IR spectra of benzene in gasoline

Fig. 2 shows the absorbance spectra obtamned for a gaso-
line sample (solid line) and benzene in hexane standard

(dotred line). Hexane provides a low background in the
850-600 cm™" wave number range.
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Fig. 2. Absorbance spectra corresponding te a gasoline sample containing 2.7

4% (v/v) benzene (1) and a 3.75% (v/

r) benzene standard (2) both obtained

using a 0.108mm spacer. (Insef) Effect of the camier flow-rate on the area of the multicommutation FT-IR peaks of a sample containing 2.74% (viv)
benzene, obtained by aspiration during 12.3s and using 0.3 and 0.8 mm id. PTFE coil of 239 cm length.

Benzene has a well defined band at 675 cm™! that is well
resolved in real gasoline samples and, because of that, this
band was employed in previous works for the determination
of benzene in gasoline [9].

3.2 Effect of multicommutation parameters

It was evaluated the effect of the mjected sample volume
and carrier flow-rate on the sensitivity and reproducibility
of the FT-IR transient peaks. Additionally, the effect of the
reaction coil length and the effect of the nominal resolution
were evaluated.

In the reference FI mode [9], a coil was unnecessary, be-
cause the off-line dilution of samples assures the acquisition
of sample data i the dynamic range of the method. On the
contrary, on using multicommutation, the discrete insertion
of small volumes of sample and hexane makes necessary
to manage the dilution of benzene and gasoline by control-
ling the time of contact between all aspirated solutions. Ab-
sorbance values similar to those found for the FI mode were
obtained mn the multicommutation mode when reaching the
steady state.

As can be seen in the inset of Fig. 2. the peak area of
a sample contaiing 2.74% (v/v) benzene increases on in-
creasing the flow rate tll to reach a maximum value and
then decreases as the flow rate increases over 3.2 mlmin~"
both. using mixing coils of 0.5 and 0.8 mm 1.d.. being found
the best sensttivity for using the narrowest of the coils. So. a
carrier of 3.2 mlmin—! and an internal diameter of the coil
of 0.5 mm were selected.

It was evaluated the effect of the aspiration time of both,
sample and hexane.

Fig. 3a shows the signals obtained, for a fixed hexane as-
piration time of 30.0s, as a function of the use of different
gasoline sampling times from 2.5 to 30.0s. In these condi-
tions, the steady state can be reached for a sampling time of
12.5 s, which corresponds to a sample volume of 666.7 pl.

In order to reduce the solvent consumption it was evalu-
ated the use of different aspiration times for hexane, from
10.0 to 35.0s, to obtain an adequate separation of sample
peaks. As can be seen in Fig. 3b, signals were sufficiently
separated for an hexane aspiration time of 30.0s bemng also
found that the aspiration of hexane does not affect the ana-
Iytical sensitivity for benzene determination.

The best experimental conditions were fixed as 12.5 s as-
piration of gasoline samples followed by 30.0s hexane as-
piration.

In order to search for the best mixture between samples
and benzene, 1t was evaluated different lengths of the re-
action coil, from 130 to 349 cm, using a PTFE tube with
0.5 mm internal diameter. Moreover, this coil was emploved
to protect the valves in front of overpressure effects due to
the on-line dilution of samples, based on the fact that these
valves can support only 30p.s.i. The highest sensitivity, mn
terms of peak height, was obtained with the coil length of
239 being also obtained for this coil the narrowest peaks.

It was studied the use of two nominal resolution condi-
tions, 4 and 8 cm—!, for obtaining the FT-IR spectra in the
multicommutation mode using in both cases an aspiration
time of 12 55 of a sample with 2 74% (v/v) benzene_ It was
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Fig. 3. Effect of the aspiration time through F1 valve: (a) for the aspiration
of a sample containing 2.74% benzene (v/v) using an hexane as
fime of 30 5; (b) for the aspiration of hexane, using a fixed 1235 aspiration
time for & gasoline sample. (Insets) Transient signals found in each case

abtained an absorbance of 0.44 40.01 for 4 cm_l, while the
absorbance for 8 cm—! was 0.371 £ 0.008.

3.3, Analytical features of the FI and multicommutation
modes

As can be seen in Fig. 3, highly reproducible multicom-
mutation recordings can be obtained for FT-IR determina-
tion of benzene in gasolines.

Table 2 summarizes the main figures of merit of the previ-
ously proposed FT-IR methods and those obtained by mul-
ticommutation FT-IR. In order to establish an appropriate
comparison, data found by classical FI were also established
in the same working session than those concerning multi-
commutation.

The developed procedure provides a limit of detection of
0.004% (v/v) (fork = 3. at a probability level of 99.6%)
being this value comparable with that obtamed by first or-
der derivative measurement of previously diluted samples
[7] but clearly berter than that obrained by the rest of the
procedures.

The precision of measurements (evaluated from the rel-
ative standard deviation of 10 mdependent measurements)
was of the same order than values found for classical FI
approaches and clearly better than that obtained by vapor
phase [12].

So, on comparmg the characteristics of the multicom-
mutation FT-IR with those found previously, it can be con-
cluded that the new approach enhances the limit of detection
and provides a comparable precision than that found by FI
measurements. However, from data reported 1 Table 2 1t
can be concluded that the sensitivity of multicommutation
FT-IR was lower than that found in the FI mode.

The main advantages of using multicommutation in FT-IR
determination of benzene concern the strong reduction of
reagent consumption and waste generation, thus providing
an environmentally friendly alternative that avoids the accu-
mulation of toxic residues in the laboratory.

On the other hand, it was obtained an enhancement of
the productvity of the laboratory being obtained a sampling
frequency of 81 measurements per hour. which 1s better than
that found by the rest of methodologies.

As Table 2 indicates, a sample volume of 79 pl and an
hexane volume of 1179 pl was enough to obtain a sensitive
FT-IR signal in commercial gasoline analysis, being pro-
duced a waste of 105.6mlh~! (for 81 nyections throughput)
in the multicommutation mode. which 1s clearly lower than
the 500 pl sample consume and 4714 pl reagent required for
the conventional FI mode measurement which also invelves
a waste generation of 219.0mlh~! for only 45 injections
throughput in the best conditions and using an instrumenta-
tion better than that employed in the previous study [9].

Another advantage of the multicommutation-FT-IR. pro-
cedure 1s the simplicity of the philosophy of this fully mech-
anized strategy which permits the direct determination on
untreated samples and using a simple concentrate stock stan-
dard solution for making calibration.

An additional conclusion which can be taken from data in
Table 2 1s the absence of matrix effects in the FT-IR deter-
mination of benzene. On comparing FT-IR measurements
by both, liquid and vapor phase, it can be concluded that
vapor phase offers the most sustainable alternative in terms
of sample reagents consumption and waste generation but 1t
is a relatively slow technique (35h~! sampling frequency)
and creates problems in sample representativity due to the
use of 1 pl of sample.

3.4. Analysis of benzene in a set of commercially available
gasoline samples

Thirteen gasoline samples obtained from the Brtish
Petroleum factory (Castellon, Spain) were analysed by
multicommutation-FT-IR spectrometry. The results found
are summarised i Table 3. including values found by a
FI-FT-IR reference procedure and i1t was confirmed the
presence of benzene in a concentration level from 2.37 to
3.5% (v/v).
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Table 2

Analytical features of the FT-IR determination of benzene using previously proposed procedures [7.9,12] and by the recommended method

Features

FI-FT-IR [9]
External calibration

FI dervative [7]

Vapor phase [12]

Classical FI

Multicommutation

External calibration Standard addition External calibration Standard addition
% (viv) LOD* 002 0,005 0,02-0.08 0.01 - 0,004 -
% RSDP 1 1.0 3 14 14 12 12
% (v/v) Linear range 002-08 00508 0,55 0.1-06 = 091-3.75

Measurement criteria

Repression line

Correlation coefficient
(R}

Gasoline (ml)*

Hexane (ml)®

Waste (ml)?

Throughput (h™")

Height 675 cm ™,

Basehne 712-650
em™!
¥ =0.76% +0.001

0.9998

30
380
319.2

12

Area 672678 em ™!
from first order
derivative spectra

Y =2335x +0.004

0.9993

30
3072
3543

25

Area 671675 em ™,
Baseline

T06-634 cm™!

¥ =0.0607x +0.0047

0.9909

0l
0
0.035

35

Height 675cm ™, Baseline 712650 cm™

y =(0.076 £ 0.001)x
— (0.0042 £ 0.0005)

0.9998

500
4714
219.0
45

y=(0.0720 £
0.0008)x +(0.0016
£ 0.0003)

09997

50.0
4714
2503
45

Height 675 cm™, Baseline 712-650¢cm™

y=(0.0410 £
0.0006)r — (0.006 +
0.002)

0,998

79
1179
105.6
81

1

y=(0.0416 £
0.0009) x +(0.032 £
0.002)

0.9998

11.0
192.5
158.7
81

In order 1o obtain a correct companison of sensitivity and LOD, classical FI features were established, once again, using the same instrumentation emploved for multicommutation. Calibration lines were
established with four standards plus a blank.

* % (v/v) LOD: limit of detection for k=3.

b 9% R.SD.: relative standard deviation of a standard solution
¢ Sample and reagent consumption corresponding to 100 analysis.
4 Waste generated were established for 1 h working session,

TP 12 DQIPALOL-TOUSPOW T
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Table 3
FT-IE. determination of benzene in gasclines by using both, conventional
FI and multicommutation

Sample FI Multicommutation
1 270 £ 0.09
2 2.65 & 0.02
3 3.32 £ 003
4 239 + 009
5 3.02 £ 002
6 ilxo0t
7 2801
8 275 £ 003
9 298 £+ 003
10 274 £ 000
11 3.10 £ 0.01
12 2.5 £ 003
13 2.60 £ 0.04

Area values of the transient FT-IR sigmals were established for the
675 cm~! band with a baseline fixed between 712 and 650 cm—".

The regression between data obtamned by the developed
procedure (y), and those obtamned by conventional FI mea-
surements (x) provided an equation y = (0.1+0.2)4(0.98 %
0.08)x with a regression coefficient R = 0.967, being the
Student’s frabulated (2.064) for both. the slope and the inter-
cept higher than the corresponding fegjeylateq Values (0.25 for
the slope and 0.5 for the imntercept). for a probability level
of 95% and 11 freedom degrees. thus evidencing the good
comparability of both approaches, when the same operator
was working on using the same instrument, and this fact
contributes to the validation of the proposed methodology

By comparing the results in Table 3, using the F-test a
critical F value was 2.687, while calculated F was 0975,
which verified that no significant differences did occur
between the precision obtained by the two procedures.

On the other hand, the paired r-test revealed as well no
significant differences at the 95% confidence level between
the values obtamned by the two methods (critical + = 2.179
and calculated t = —0.264).

4. Conclusions

Multicommutation offers a sustainable and environmen-
tally friendly alternative to previously proposed methods
for FT-IR determination of benzene in gasoline. reducing
the sample consumption as compared with classical FI
approaches and the reagent consumption. also providing
a reduced volume of waste. However, compared with the
vapor-phase FT-IR the amount of reagents and wastes of
the multicommutation approach are higher than those re-
ported but the LOD 1s at least five times lower than that
found by vapor phase and multicommutation 1s free from
unrepresentativity problems arising from the use of 1pl
samples of gasolines i vapor-phase analysis. Additionally,

=]
5}

multicommutation permitted us to do the direct analysis of
untreated samples and the use of a single stock standard
solution of benzene for on-line generation of the calibration
standards.
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2.3. Determinacion de hexythiazox en formulaciones fitosanitarias: aplicacion de la

multiconmutacion acoplada a la espectrometria FT-NIR
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Abstract

A multicommutated flow-system was designed in order to increase analytical throughput and for controlling thermal effects on the NIR spectra
for determunation of Hexythiazox in pesticide formulations. An on-line standard addition was carried ouf showing the versatlify and repeatability
of multicommutation for the cn-line mixing and dilution of solutions. Results obtained for commercial samples were statistically comparable with
those obtained by an HPLC-reference method. Multicommuration-NIR allows the analysis of 52 samples per hour, in front of the 30 samples per
hour analyzed by the NIR-batch procedure and the 7 samples per hour analyzed by HPLC-reference method.

© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Multicommutation; NIE: Pesticides; Hexythiazox

1. Introduction

Hexythiazox (trans-5-(4-chlorophenyl)-N-cyclohexyl-4-me-
thyl-2-oxothiazolidine-3-carboxamide) 1s a selective ovicide/
miticide acaricide which 1s widely used in the treatment of some
pests. It is applied at any stages of plant growth from budding to
frusting, mhibiting clutin synthesis in tetrachinid acan and Phyl-
locnistis citrella [1]. Spanish legislation specifies 1.00 mg kg_l
as a maximum tolerated limit in citrus [2]. However, there are
not concluding smdies abour chronic and cancer dietary risk
assessment i humans [3].

Methods for the determination of Hexythiazox at trace level
include liquid chromatography with UV [4] or diode array detec-
tor [5]. but basically with tandem mass spectrometry (MS), using
electrospray 1omization [6-9] or atmosphenc pressure chem-
ical ionization (APCI) [10-13]. Other techniques employed
to Hexythiazox determination were voltammetry with hanging
mercury electrode [14] and direct insertion probe MS [15].

These aforementioned techniques are adequate for pesticide
analysis at trace levels but for routine control analysis of com-

* Cormesponding author.
E-mail address: miguel delaguardiag@uves (M. de la Guardia).

030-9140/% — s2e front matter € 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/).talanta 2005 08.023

mercial formulations. in which the active ingredient is at the per-
centage level 1t 15 unnecessary the tremendous dilution involved
in chromatographic procedures, also requiring an important con-
sumption of solvents.

In the last years. vibrational techniques have been applied
to the quality control of pesticides in commercial products [16]
and different approaches have been proposed for FT-IR and FT-
Raman spectrometric analysis. But it 15 noticeable that none
method based on measurements in the near infrared region has
been found in the literature

Consumption of pesticides in the European Union reached
19,384 tonnes in 1999 [17] and the quality control of such vol-
ume of products requires methods as fast and automatable as
possible. In this sense, a series of procedures based on the
use of flow analysis (FA) FTIR have been proposed for the
determination of single compounds and mixture of pesticides
i commercial formulations [18-20]

Multicommutation 15 a flow analysis strategy widely devel-
oped in the 1990s, which combines the easiness of the adap-
tation of batch procedures to the flow ones with the versatility
with regard to manifold real-time reconfiguration and has been
coupled with different analytical techniques [21]. Multicommu-
tation has been adapted to FTIR measurement in the mid IR for
the determination of surfactants in detergent formulations [22]

- 147 -



(7]
Q7 Capitulo IV: Resultados

LE Venmra-Gavete er al. / Talanta 68 (2006) 1 700-1706 1701

and benzene in gasolines [23], but there are no precedents on ifs
use with NIR spectrometry.

In short, the main objective of this work 1s the development
of a fast. simple and easily automatable method for the deter-
mination of Hexythiazox in agrochemical formulations by NIR
spectrometry, showing the potential of multicommutation 1 the
way of the enhancement of the analytical throughput and the
insurance of a control over the negative effects caused by those
factors affecting reproducibility of NIR measurements, as it can
be temperature or the presence of suspended particles and bub-
bles [24].

2, Experimental
2.1. Apparatus

A Bruker MPA (Bremen. Germany) FT-NIR specirometer.
equipped with a quartz beamsplitter, an air cooled NIR source,
an InGaAs detector and a 5 mm path length quartz micro flow
cell was used for transmittance multicommutation-NIR mea-
surements. Glass vials of 1 mL volume and 6.5 mm i1.d. were
used for batch measurements. The OPUS 4.2 software was used
for controlling spectrometer and for the acquisition of dara. The

Standard

Sample

Carrier

Sample

Vi hes V hds
V065 V) 045

v suniors S,

Vi hds V) bos
V' 045 V)" 06 s

2" Standard g

EXTERNAL CALIBRATION

m Sample

L= 100 cm

measurements in the continuous mode were carried out with the
OPUS Chromatography utility.

Two NResearch 161K031 three-way solenoid valves (Stow,
MA, USA) and a PC 486 microcomputer connected by the
parallel port to a Toshiba ULN2803 chip were employed 1n
the NIR-multicommutation procedure (see Fig. 1 for manifold
details and sampling pattern).

The program which controls the multicommutation set-up by
switching on/off the solenoid valves was made using Quickbasic
4.5 software.

Processing of ndividual spectra and transient recordings
(chemigram) was carried out with Omnic 6.1 software from
Nicolet (Madison, WI, USA).

A Gilson Minipuls 2 pernistaltic pump (Villiers-le Bel,
France) witha 1.20 em’ m! polyvinyl chlenide Tygon tube was
employed in the multicommutation set-up to aspirate the carrier,
standard and sample solutions. Flow lines were made of PTFE
tubing of 0.8 mm intemnal diameter.

A Vibromatic shaker and an Ultrasons water bath from J.P.
Selecta (Barcelona, Spain) were used for mechanical and ultra-
sound assisted extraction assays.

A Dionex P680 High Performance Ligquid Chromatograph
(Sunny Vale, CA, USA). equipped with a C-18 reverse phase

Peristaltic Pump
[

L=3cm

Waste

NIR flow cell

1% Standard g

V) 0S5V,
V055V, 045

v,"0.25 5
V' 0255

2" Standard

3 Standard g

STANDARD ADDITION

- Acetonitrile - Standard

Fig. 1. Mamfold employed for the determination of Hexythiazox by multicommutation-NIE. spectrometry and the sampling pattern used for extemal and standard
addition calibrations. Note: V; and Vs are thres-way solenotd valves. Peristaltic pump aspirates sample or standard solutions and acetonitrile carrier with a 1 mL min~!
flow-rate. The reaction coil was made with PTFE tubing of 0.8 mm internal diameter. Standard corresponds to a 7.93 mg mL ! solution of Hexythiazox in acetonitrile.
Sample 15 the extract obtained from a 1:10 (w/w) mixture of wettable powder sample and acetonitrile. Different solutions pass through valves by switching on (bit
1)/off (bit 0) them. Sampling pattern is exemplified for exteral calibration and standard addition, showing the first two cycles of aspiration for each replicate. V/

mdicate the 1 valve in the j position (j=1 switched on, j=0 switched off).
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(Kromasil) column (250mm x 4.6 mm 1.d. and 5 mm particle
diameter) and an UVD 170U variable wavelength UV—vis detec-
tor, was employed m the HPLC method used as reference for
determining Hexythiazox in agrochemical formulations.

2.2. Reagents and samples

Hexythiazox Pestanal® grade 99.9%. supplied from Riedel-
de Hien was used to prepare standard solutions in the
35-18.7mg mL—! range

Acetonitrile HPLC, gradient grade, from Scharlau (Barce-
lona, Spain) was employed as a solvent to prepare standard and
sample solutions.

Wettable powder commercial formulations of pesticides con-
taining Hexythiazox were obtained from Spanish market. Repre-
sentative portions from laboratory samples were taken and stored
in glass containers after their homogenization by mechanical
shaking.

2.3. Reference procedure

AHPLC-UV procedure has been developed in our laboratory
and used as a reference method for Hexythiazox determinarion
in pesticide formulations.

0.1 g (££0.0001) of the wettable powder sample were accu-
rately weighed inside a 10mL glass vial and diluted with 1 g of
acetonitrile. After a short mechanical shaking for ensuring the
total extraction of the analyte from the solid matrix, the liquid
was filtered. Thirty milligrams of the filtered sample solution
were weighed 1n a glass vial and diluted with 8 g of acetoni-
trile. Twenty microlitres of this solution were injected ina 90:10
(v/v) acetomtnile/water mobile phase. after filtration through a
0.22 pm nylon filter, working m the 1socratic mode and with
1 mL min—! carrier flow rate. Hexythiazox was determined from
peak area measurements at a retention time of 6.75 min from
the chromatogram obtained at 210 nm. Data from samples were
interpolated in an external calibration curve obtained from five
acetonitrile standard solutions of Hexythiazox (ranging from
13.16to 55.89 pg mL_") measured in the same conditions than
samples.

24. NIR-batch procedure

0.1 g (+0.0001) of wettable powder samples were accurately
weirghed mside a 10 mL glass vial and diluted with 1 g ofacetoni-
trile. After a shortmechanical shaking, the liquid was filtered and
placed inside a hermetically-capped glass vial of 1 mL internal
volume and 6.5mm 1.d. The vial was introduced in a thermo-
statized sample holder ar 30 °C and the NIR spectra between
12,000 and 4000 cm~! were acquired after 2 min for reaching
thermal equalibrium with the measured sample compartment,
with a nominal resolution of 8 cm~! and 15 accumulated scans
per spectrum. The background single beam from the acetonitrile
was obtained in the same conditions. For Hexythiazox mea-
surement, 1t was selected the peak area values between 4948.6
and 4767.3 cm™! corrected with a one-point horizontal base-
line established at 4765 cm~!. Hexythiazox concentration was

obtained by mnterpolating peak area values of samples in a cali-
bration line established from standard solutions ranged between
4.65 and 2243 mg mL~! measured in the same experimental
conditions.

2.5 Multicommurarion-NIR and recommended procedure

Fig. 1 shows the manifold employed in the multi-
commutation-NIR procedure and the sampling pattern for sam-
ple and standard solutions. Valve Vi allows the aspiration of
acetonitrile (carrier) when it is switched off (bit 0) or the aspi-
ration of the sample solution when it 1s switched on (bit 1).
Valve V7 mtroduces the standard solution (bit 1. switched on)
of those, which come from wvalve V1 (carrier or sample when
V2 1s switched off). Switching on/off both valves with different
sampling times provides the on-line mixing of all three solu-
tions in variable ratios, allowing to get external calibration or
standard addition with an unique standard solution and in the
dilution range needed for each sample. The carrier solution flow
rate was fixed at 1.00mL min—! taking into consideration that
the 161K 031 solenoid valve support ca. 30 psi. The programmed
time for sampling pattern is indicated in Fig. 1 by V/ notation,
being 1 the identification of valve and j that of its position, bemng
valves tdentified as j=0 and 1 for valve switched off and on,
respectively.

Two strategies were suitable for multicommutation determi-
nation of Hexythiazox: external calibrarion and standard addi-
tion. For external calibration, each sample was aspirated by V1
during 0.6 s and followed by 0.4 5 of acetonitrile. repeating the
sequence to 30 cycles, and each standard peak was obrained aspi-
rating n s of the standard stock solutionof 7.93 mg mL~! through
V2 and (1 — n) s of acetonutrile through Vi. n was vared from
0410 0.9 to provide a calibration line inthe 3.17-7 13 mg mL~!
concentration range.

3. Results and discu
3.1 NIR spectra of Hexythiazox

Fig. 2 shows the typical NIR spectrum of a standard of
Hexythiazox 1n acetonitrile and the spectrum of the acetoni-
trile extract of a commercial sample containing 10% (w/w) of
Hexythiazox, using acetonitrile as a blank. obtamned in the con-
ditions spectfied i the NIR-batch developed procedure. As can
be seen, Hexythiazox has a well-defined peak ar 4859 em™". It
corresponds to the amide I and amide II bands [25]. The low
solvent background between 5000 and 4500 cm ™" allows using
this band for the determinartion of Hexythiazox in samples. On
the other hand, the band at 4664 cm™! is unsuitable for quantita-
tive purposes because of the strong solvent absorbance between
4500 and 4250 cm~!. No other useful bands appear in the NIR
spectrabetween 12,000 and 4000 em™! using a standard solution
of Hexythiazox in acetonitrile.

It was evaluated the use of different measurement conditions
mecluding peak area or peak height with different baseline cor-
rections in order to obtain an adequate sensitivity, precision and
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Fig 2. NIR specira of the acetonitrile extract (A) of a wettable powder sample, a standard (B) containing 6.8 mgml =" of H;
acetonitrile blank. Hidden spectral regions are due to the high solvent background. [nset: Structural formula of He:

nominal resolution and 15 accumulated scans per spectrum.

accuracy. The peak area between 4948 6 and 47673 cm~! cor-
rected with a one-point baseline established at 4765 cm~! was
selected as measurement criterion for subsequent studies.

3.2, NIR-batch measurement conditions

A series of studies was carried out in order to select the
experimental and mnstrumenrtal conditions for NIR-batch mea-
surements. Samples, standards and acetonitrile blank were put
inside cylindrical glass vials of 6. 5mm id and hermetically
capped. As temperature has a great influence on the NIR spectra
of Hexythiazox, 1t was necessary to wait for thermal equilibrium
within filled glass vial and the thermostatically spectrometer
vial holder before spectra acquisition. The temperature fixed for
batch measurements was 30 °C. due to the difficulties to control
external temperature, which was over 22 °C and sometimes over
25 °C. Two minutes were enough for reaching equilibrium. Vials
were rotated before each measurement to consider the hetero-
geneity m the width of the glass vial walls. 1 order to minimize
wtravial and intervial variability of data, due to the variable opti-
cal path through those.

A nominal resolution of 8em™" and 15 accumulated scans
per spectrum were selected for spectra acquisition in the batch
mode, alsousing a scanner velocity of 10 Hz, a zero filling factor
of 2 and a Blackman-Harris 3-term apodization function for the
spectra. These conditions of resolution and scan number (results
not shown) were a good compromise between signal-to-noise
ratio. sensitrvity and acquisition tume.

3.3. Hexythiazox extraction conditions

Preliminary studies on the effect of sample and solvent mass
demonstrated that quantitative extraction of Hexythiazox froma

ythiazox in acetonitrile and (C)
hiazox. Instrumental conditions: 8 cm!

sample containing 10.5%. w/w, was reached for 1.0 g of acetom-
trile and 0.1 g of the wettable powder (WP) sample. Additional
studies were carried out n order to evaluate the effect of addi-
tional ultrasonic or mechanical shaking fime in Hexythiazox
extraction from a mixture of acetonitrile and WP sample in the
aforementioned quantities. From these experiences, it can con-
clude that it is obtained a total extraction of Hexythiazox from
pesticide samples without requiring additional shaking. So. in
subsequent studies, extraction was carried out by a slightly man-
ual shaking. for ensuring a correct mixing between solid and
liquid phases.

3.4. Analytical features for NIR-batch procedure

Table 1 summarnzes the main features of the NIR-batch
determination of Hexythiazox. by using external calibration
and standard addition, and by the reference HPLC method.
The content of Hexythiazox obtained by the three methods
was statistically comparable for a probability level of 95%
and with a precision level suitable for quality control exigen-
cies. A calculated 1=1.50 was obtamned for the comparison of
NIR-batch external calibration data and HPLC mean results,

Table 1
Comparison of results obtained for Hexythiazox determination by both NIR-
batch precedures and by HPLC-reference method

Method % Hexytliazox Calibration line

(wiw) £4 slope £5°
HPLC-reference Wwexol
INIE.-batch extemnal calibration 1047 £ 0.03 0.294 £ 0,003
INIE.-batch standard addition 106+£03 0.301 & 0,005

* Standard deviation for three independent analysis.
" Standard deviation of calibration slope.
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which is lower than the theoretical fgpse; 7)=2.365. On the
other hand, the Cochran test indicates that NIR-batch standard
addition and HPLC results were comparable (fealeulated = 0.31.
1195%, 16) = 2.120. The absence of matnix effects was proved by
comparing the slope of standard addition and external calibration
curves.

Results from recovery studies were inthe 102.3 + 0. 9% range
for the determination of Hexythiazox at three spiked levels (4.2,
8.3 and 12 4mg) to a sample extract containing 11.15 mg mL-!
of the analyte, showing once again the accuracy of the developed
method and the lack of systematic errors

3.5, Selection of the multicommutation-NIR parameters

In order to increase the sampling throughput and to provide
a way for the automatization of the measurement step using FT-
NIR spectroscopy it was evaluated the use of multicommutation
with NIR. The set-up described in the Section 2 was employed
and the on-line spectra recording was made using the OPUS-
Chrom application.

It was studied the effect of accumulated scans and the flow
rate on the width and height of the transient peaks obtained
by measurng, as a function of the time. area between 4948.6
and 47673 cm’l_. corrected with a baseline established at
4765 cm~!, for the 30's injection of sample solution in the con-
tinuous mode, using acetonitrile as a carrier. It is reasonable to
use a reduced number of accumulated scans as the flow rate
increases, for the maintenance of a good signal-to-time res-
olution. So, each flow rate value required a fixed number of
accumulated scans. Fig. 3 shows the effect of the pair flow-
rate/accumulated scans on the aforementioned chemigram peaks
features. As can be seen, four accumulated scans provides the
highest peak height and repeatability with a medium peak width.
It must be noticed that for 2 accumulated scans it was used a
flow of 1.56 mme_l, for 3 scans 1.26 mme_l, for 4 scans
1.00 mL min—"! and for 5 scans 0.73 mL min—!

So. four accumulated scans and a flow rate of 1.00 mL min™
was selected as a fixed condition for subsequent studies

1

JLE Venmra-Gayete et al. / Talanta 68 (2006) 1700-1706

16 0.025
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E 121 L &
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K 0015 |
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|‘) —=— poak width ™ &
4 —4— peak height H
; s . 0005 T
0.0 0.000

5 4 3 2
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Fig. 3. Effect of the number of accumulated scans on the transient peak height
and width of Hexytluazox NIR signals, for 30 cycles of aspiration per each
replicate (0.5 s for the sample solution containing 7.5 mg mL—! of Hexythiazox,
and 0.5 s for carrier), with a coil length of 100 cm and & nominal resolution of
Sem~!. All the values correspond to the average & standard deviation of three
replicates, and the chemigram was obtained from the area between 4948 6 and
4767 3em™! comected with a baseline established at 4765 em™!

The perfect mixing of sample and standard solutions with car-
rier for carrving out external calibration, on-line sample dilution
of standard addition, depends on the coil length and the number
of insertion cycles. In this sense, a study of the effect of coil
lengths from 50 to 200 cm was studied. Results obtained evi-
denced that a 100 cm length coil provides excellent repeatabality
and reduced peak width. In order to reach the steady state for
the mixing phenomena, different number of cycles of 0.5 s from
a sample containing 7.5 mg mL~! Hexythiazox and 0.5 s of car-
rier (dilution 1:1) were passed through a 100 cm coil. Working in
these conditions 30 s were enough for reaching the steady state
(see Fig. 4A). Finally. 1t was studied the effect of time between
successive samplings on the chemigram features. Sensitivity was
constant for a time over 45 s between successive replicates of 30
cycles each one (0.5s of sample and 0.5s of carrier), which
1s the minimum time required to return the chemigram base-
line to zero (results not shown). So. a coil of 100 cm length, 30
cycles of sampling and 45 s between replicates were selected as
fixed conditions for the multicommutation-NIR determination
of Hexythiazox.

25 a0

0.0
0.060- £ o.008
&
T 00m
P posoq & %994
e E 0.002
a o T r T
K 0.040 o 10 20 30
(A) Number of cycles
0.030
A
r0.020 1
e
L 0.010 7
0.000
o 5 10 15
B) Time (minutes)

Fig. 4. (A) Effect of the number of aspiration cycles per replicate on the NIR signals found for Hexythiazox and (B) standard addition recordings found by
multicommutation-NIE. for Hexythiazox determination (see Fig. 1 for sampling pattem used). Experimental conditions: 4 accumulated scans, 8 cm—* nominal
resolution, 100 em coil length, 1mL min~" fAlow-rate, aspiration cycle of 0.3 £ sample and 0.5 s acetonitrile (for (B), 30 aspiration cycles and 43 s between replicates)
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3.6, Multicommutation-NIR analvsis of samples and
on-line standard addition

The main trouble found in the NIR-batch method, devel-
oped for Hexythiazox determination, was the critical infiuence
of temperatuge on the measurements. Changes in room temper-
ature were inevitable during the development of this work, as a
consequence of the spatial distribution of mstruments used. So.
repeatability data between days was reallv poor. For this rea-
son, the multicommutation-NIR determination could improve
the control over the background baseline and provide a high
analytical throughput based on the use of a reduced number
of standards. Data found using three replicates of two differ-
ent standards, one with a concentration over the expected value
for samples and the other one under the sample theoretical con-
centrations, sample content by mterpolating sample peak height
value between those obtained for the two different concentration
level (3.17 and 7.13 mg mL~!) peaks of standard. This strategy
1s suitable for quality control, where it 1s required a high sample
measurement throughput.

Two samples were analyzed and results were calculated 1n
the aforementioned conditions, obtaining a content of Hexythi-
azox of 10.7£0.4 and 11.6 +0.1% (w/w). respectively. These
values are in good agreement with those obtained by the HPLC-
reference method, which were 105402 and 11240.3%
(w/w) respectively and were statistically comparable at the 95%
probability level (952, 4)=2.776. fcaleulated = 1.11 and 1.78 for
samples 1 and 2, respectively). The vanation coefficients for
each sample analyzed by multicommutation-NIR were 4.2 and
1.0%, respectively, which are adequate for quality control pur-
poses.

On the other hand, multicommutation has the advantage of
preparing on-line dilutions with high precision. So, 1t1s possible
to carry out standard addition in the same way than external cal-
ibration, by aspirating sample. standard and carrier in different
ratios, for constant sample aspiration and total aspiration times.
The use of the standard addition method could mimimize the
temperature effects on the NIR measurements, in spite of the
absence of a matnx as indicated in Section 3.4. Fig. 4B shows
the typical transient peaks obtained for Hexythiazox analysis
by on-lme standard addition. that corresponds to a calibration
line of Signal=0.01782 +0.00358C, C bemng the Hexvthiazox
concentration added in mgmL’l. with an =0.998. Results
obtained vsing standard addition were statistically comparable

Table 2
Comparison of results abtained for Hexythiazox determination by both multi-
commutation approaches and by HPLC reference method

Method % Hexythiazox Calibration line
(wiw) £ slope &P
HPLC-reference W05x02
NIR-multicommutation 0704 0.00362 £ 0.00003
external calibration
NIR-multicommutation 108505 0.00358 £ 0.00004

standard addition

* Standard deviation for three independent analysis.
b Standard deviation of calibration slope.

Table 3
Summary of the main analytical features of the NIR. developed metheds and
HPLC-reference method used

Parameter NIR-batch external  NIR- HPLC-
calibration multicommutation  reference
external calibration
LoD 02mgmlL~" 0.1mgml~! 014pgml~?
%RSDP 0.2 038 0.03
Throughput (h=*) 30 52 7
Waste® (mL) 100 100 800

2 1.0D: limit of detection for k=3, in mgmI ~! for bota NIR methods and for
in pgmL~! HPLC-reference method.

b ¢4 RS D.: relative standard deviation of a standard sclution for n=3

© Waste is calculated for 100 analysis and only for the measurement process

with those obtained by the HPLC-reference method, as can be
seen 1n Table 2. Standard addition and HPLC Hexytliazox val-
ues obtained for sample 3 were statistically comparable based on
the use of the Cochran test (fealeulated = 0.89. f95%, 20) = 2.086)

Main features of NIR developed method compared with the
HPLC reference method are summarized in Table 3. As can be
seen, waste generation 1s reduced using both NIR methods. and
the analytical throughput is increased in NIR methods mn front
of the HPLC-reference procedure

4. Conclusion

NIR spectrometry offers a good alternative for pesticide anal-
vsis in commercial formulations in front of the use of HPLC
methods, which are highly sensitive for residue analysis but
mvelve high dilutions and low time-efficiency. which are unjus-
tified for the concentration levels of samples. In the scope
of quality control. multicommutation offers a fast and robust
methodology for Hexythiazox determination in pesticide for-
mulations providing the real-time control of the measurement
process.

For the quantification of Hexythiazox by multicommutation-
NIR, it was selected a calibration concentration range between
3.17 and 7.13mgmL—!, which correspond to the analysis of
samples containing from 6 to 15%, w/w. being obtained a limit
of detection of 0.1 mg mL—! for a sample mass of 0.1 g
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3. Desarrollo de métodos de analisis FT-MIR con extraccién previa

del analito

3.1. Determinacion de methidathion y tricyclazole en aguas con

preconcentracion mediante SPE y elucion en linea

On-line Fourier-Transform infrared determination of methidathion and tricyclazole in
water samples after solid phase extraction
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Enviado para publicacion

-154 -



Ak
[Q ; ] Desarrollo de métodos analiticos medioambientalmente sostenibles por espectrometria FTIR
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TRICYCLAZOLE IN WATER SAMPLES AFTER SOLID PHASE EXTRACTION
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* Corresponding author. E-mail: miguel.delaguardia@uv.es

Abstract

The potential of the application of the FTIR spectrometry coupled with solid phase extraction has been
evaluated through the development of a method for the determination of methidathion and a method
for the determination of tricyclazole, both in water samples, by FTIR spectrometry after on-line solid
phase preconcentration. The experimental parameters for the preconcentration, elution and on-line
determination of each analyte were evaluated by the corresponding studies. In the preconcentration
step, 100 mL of spiked water were passed through a cartridge containing the corresponding mass of the
C18 or C8 solid phase. For the elution and FTIR determination of methidathion or tricyclazole 2 mL of
chloroform are enough to obtain a quantitative recovery of the pesticide. The elution step could be
monitored on-line with FTIR spectrometry. The transient signal recordings for samples were
interpolated in a calibration line prepared in the same conditions. The two methods were applied for
spiked water samples at the mg L level. Although the results were in good agreement with the real
content in both methods developed, the disadvantages of the on-line elution and determination as the
low throughput (5-6 h'') and residue generation (700 mL per 100 determinations) avoids its application

as an alternative to chromatographic methods in this analytical field.

Keywords: methidathion, tricyclazole, FTIR, on-line solid phase preconcentration.
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1. Introduction

In recent years, Fourier Transform infrared spectrometry (FTIR) has been applied to the analysis of
pesticides in commercial formulations by using different approaches, from the simple batch strategies

[1] to the most elaborated flow-analysis methods [2,3] including multicommutated-flow systems [4].

However, in the field of environmental pollution control analysis the classical handicaps associated to
the FTIR, as the low sensitivity and the reduced number of solvents suitable to be used, caused an
evident lack of methods proposed for the determination of pesticide residues based on this technique,

in front of the commonly used chromatography-based methods.

Most of the pesticides monitored in environmental samples are present at the mg L or ug L level,
enforcing the use of high sensitivity techniques. On the other hand, a previous separation step is often
necessary to increase the selectivity of the determination as well as to increase the sensitivity through

the preconcentration of the analyte.

So, the efforts for the adaptation of the FTIR spectrometry to environmental analysis must be orientated

to: i) improve the limit of detection and ii) to simplify the preconcentration steps.

Solid phase extraction (SPE) is a fast and simple alternative to the traditional liquid-liquid extraction [5]
in order to improve the preconcentration factors and to avoid the use of large volumes of organic
solvents. Because of that the hyphenation between SPE and FTIR offers a lot of possibilities, to improve

the analysis of organic contaminants in water [6, 7] and food samples [8] by vibrational spectrometry.

On the other hand, the FTIR spectrometry is often coupled with on-line systems in which the
continuous measurement leads to important advantages in terms of improvement of throughput and
manipulation of samples. However, in some cases an off-line method could be more convenient and
faster than an on-line method. So, it is necessary to evaluate the advantages and disadvantages of both

off-line and on-line analytical strategies, in a specific laboratory context.

Methidathion is a non-systemic organophosphorous insecticide and acaricide which inhibes certain
enzymes in the insects and mites by contact or stomach action. Methidathion is widely used for the
treatment of some fruits and it is highly toxic to aquatic organisms [9]. It is available in different

presentations as a wettable powder, ultra-low volume liquid and emulsifiable concentrate. Tricyclazole
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(5-Methyl-1, 2, 4-triazole(3, 4-b)benzothiazole) is a systemic fungicide widely used for the treatment of
some crops, specially rice [10]. The mechanism of its action is the inhibition of two fungal
hydroxynaphthalene reductases of the melanin synthesis pathway which causes the degradation of the
fungi cell wall and the loss of the pathogenicity [11]. Both pesticides are widely used at present day in

our country.

Most of the methods developed recently for the determination of pesticides in water have been
orientated to the multicomponent analysis, due to the fast evolution of chromatographic techniques

coupled with Mass Spectrometry (MS) [12].

There are no precedents on the determination of methidathion or tricyclazole residues in water by
vibrational spectrometry. In fact, in our knowledge there is only a direct precedent for the on-line
determination of a pesticide by FTIR spectrometry [13]. So, we asked if the disadvantages of the use of

FTIR spectrometry in this analytical field justified the lack of this type of analytical methods.

In this sense, the aim of this work has been the development, step by step, of two different FTIR
methods, one of them for the determination of methidathion and the other for the determination of
tricyclazole in water samples at the mg L' level, studying in depth the parameters affecting the
preconcentration step, both comparing the in-batch elution and determination with the on-line elution
and determination for both pesticides, in order to provide an integrated approach to do this kind of

analysis.

2. Experimental

2.1. Apparatus

A Tensor 27 FTIR spectrometer from Bruker (Bremen, Germany), equipped with a RT-DLaTGS detector
and a KBr beam splitter was used to collect the whole FTIR spectra between 4000 and 800 cm, with a
scanning velocity of 10 kHz. Acquisition of spectra was made by OPUS 4.2 software from Bruker. The

measurements in the continuous mode were carried out with the OPUS Chrom utility.

Processing of FTIR spectra was carried out with the Omnic 6.1a software from Nicolet (Madison, W1,

USA).
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For FTIR measurements a micro-flow cell (Specac-Graseby, Orpington, UK), with a ZnSe windows and
an optical pathlength of 0.3 mm was employed. A Gilson Minipuls 3 peristaltic pump (Villiers-le Bel,
France) with a 1.85 mm i. d. polyvinyl chloride (Tygon) tubes was employed in the sampling setup and
a Viton tube of 1 mm i.d. was used in the elution step for filling the loop with chloroform and for the
elution of the pesticide (methidathion or tricyclazole) from the corresponding column. Flow lines were

made of PTFE tubing of 0.8 mm internal diameter in both sampling and on-line elution manifolds.

2.2. Reagents and samples

C18 SPE BondElut®© cartridges from Varian (Middelburg, The Netherlands) containing 100 mg of solid
phase were used for the preconcentration of methidathion, and C8 SPE BondElut© cartridges

containing 200 mg of solid phase were used for the preconcentration of tricyclazole.

Chloroform HPLC grade and methanol Multisolvent© from Scharlau (Barcelona, Spain) were used in
the elution step and FTIR determination of methidathion and tricyclazole and for the conditioning of

the C18 and C8 cartridges, respectively.

Nanopure water was used to prepare standards and spiked samples and it was obtained from a Milli-Q

water purifier system of Millipore (Bedford, MA, USA).

Spiked water samples were prepared dissolving directly the mass of solid methidathion technical

standard (with a purity of 96.9 % (w/w)) (Artemis 2000, Artana, Castellén, Spain), or dissolving solid

tricyclazole technical standard of 75 % (w/w) (Artemis 2000) in the adequate amount of nanopure water.

2.3. General procedure

2.3.1. Previous conditioning of the columns

In the method for the determination of methidathion, each column was filled with 100 mg of the C18

solid phase. Two mL of methanol were passed through the column followed by 15 mL of nanopure

water, before to be used for sample preconcentration.
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In the method for the determination of tricyclazole, each cartridge was filled with 200 mg of C8. Two
mL of methanol were passed through the C8 column followed by 15 mL of nanopure water, and then

the sample was loaded.

It must be avoided that the columns became dry since the methanol was passed through them, in order

to assure the correct activation of the corresponding solid phase.

2.3.2. Retention experiments

The columns, previously conditioned, were connected for laboratory experiments, as it is shown in
figure 1A. For the retention of methidathion 100 mL of samples or standards were passed through the
cartridges with a flow rate of 10 mL min-l. Then, the cartridges were dried with a N2 stream during 90
min opening the corresponding valve. For the retention of tricyclazole, the C8 cartridges were
previously conditioned and 100 mL of the sample were passed through each cartridge with a flow rate
of 2.1 mL min'. Then, the cartridges were dried with a N2 stream opening the corresponding valve. The
drying of the columns was strictly necessary due to the well known strong infrared absorption of water

in the infrared region, which interferes in the determination of both tricyclazole and methidathion.

For in-field experiments, columns previously activated can be directly connected to the peristaltic pump

and employed for sampling filtered aqueous samples.

2.3.3. Batch elution and batch FTIR determination procedure

Two mL of chloroform were passed through the corresponding C18 or C8 cartridge and methidathion
or tricyclazole were eluted by the solvent by pumping with a plastic syringe. Each eluate was
introduced in the FTIR micro-flow cell and the FTIR spectra between 4000 and 800 cm! were collected
in the stopped-flow mode with a nominal resolution of 8 cm™ and accumulating 50 scans per spectrum,

using a background of the cell filled with chloroform obtained in the same instrumental conditions.

For methidathion measurement it was selected the peak area values between 1038 and 996 cm-!
corrected with a two points baseline established between 1105 and 884 cm'. Methidathion concentration
was obtained by interpolating peak area values of samples in a calibration line established from
standard solutions in chloroform for 0.032 to 1.129 mg g', measured in the same experimental

conditions than samples.

- 159 -



(7]
Q7 Capitulo IV: Resultados

For tricyclazole measurement it was selected the peak area values between 1511 and 1482 cm™ corrected
with a baseline established between 1526 and 1434 cm-!. Tricyclazole content in samples was obtained
by interpolating peak area values of samples in an external calibration line established from standard
solutions ranged between 0.056 and 0.975 mg g measured in the same experimental conditions than

samples.

Table 1 resumes the principal FTIR parameters selected for the determination of both pesticides.

2.3.4. On-line elution-FTIR determination procedure

Each cartridge loaded with methidathion or tricyclazole was placed in the manifold as indicated in
figure 1B. The 2 mL loop was filled with chloroform, taking care that no bubbles were present in the
flow system. Then valves V1 and V2 were turned in the corresponding way and the pump flow was
inverted. The chloroform contained in the loop was introduced in the cartridge by the bottom aperture,
at a flow rate of 0.43 mL min!. When the loop was empty, the pump was stopped, inverted and
switched on again with a flow rate of 0.66 mL min" for the determination of methidathion, or at a flow
rate of 0.75 mL min™ for the determination of tricyclazole. The corresponding eluate passed through the

FTIR microflow cell and the transient signal was continuously collected.

In the case of the determination of methidathion, the concentration in the sample was calculated
interpolating the peak area of the transient signals eluted (obtained in the same wavenumber ranges
than in the batch mode) in a calibration line ranged from 3.84 to 11.51 mg L obtained from water
methidathion standards preconcentrated in C18 cartridges and eluted in the same conditions than

samples.

In the case of the determination of tricyclazole, the concentration in the sample was calculated
interpolating the peak area of the transient signals eluted in a calibration line ranged from 0.00 to 6.09
mg L tricyclazole in water standards, preconcentrated in C8 cartridges by the same procedure used for

samples in the same experimental conditions.
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3. Results and discussion

3.1. FTIR spectra of methidathion and tricyclazole

3.1.1. FTIR spectrum of methidathion

Figure 2a shows the FTIR spectra of a methidathion standard in chloroform, the eluate from a cartridge
loaded with an aqueous dissolution of methidathion and eluted with chloroform, and the chloroform
blank. As can be seen, the main features of methidathion absorption in the mid-infrared region were the
band at 1693 cm!, corresponding to the carbonyl absorption, and other present at 1589, 1252, 1280 cm!
together with the ether characteristic group absorption at 1022 cm™ [14]. All those bands were present in

both, standard and eluate spectra, and thus were susceptible to be used for methidathion determination.

Table 2 summarizes different measurement criteria as peak area or peak height, different baselines, and
different bands tested to determine methidathion. It can be seen that in all cases linear calibration lines
were obtained. On the other hand, the use of peak area values provides at least one order of magnitude
better sensitivity than peak height values. However, the carbonyl and the 1589 cm bands were not
adequate due to the strong water absorption around 1600 cm?, which can not be eliminated

quantitatively even drying the cartridges for many hours.

Finally, the peak area between 1038 and 996 cm™ corrected with a baseline established between 1105
and 884 cm (see inset Figure 2a) was selected for the determination of methidathion as a good

compromise between sensitivity, repeatability and limit of detection.

3.1.2. FTIR spectrum of tricyclazole

Figure 2b shows the FTIR spectra of a tricyclazole standard, the eluate from a C8 cartridge loaded with
tricyclazole, both prepared in chloroform, and the chloroform blank. As can be seen, the main
absorption bands of tricyclazole in the mid-infrared fingerprint region were the band at 1495.1 cm,
corresponding to the C-H absorption [14], and other fainter at 1315.3 cm™. The absorption bands present
at 1600 cm™? and at higher wavenumbers are due to the presence of water in the dried column which
elutes together with the analyte. The region around 1200 cm is darkened because of the strong
absorption of chloroform. The band at 1495.1 cm was present in both standard and eluate spectra, and

it was susceptible to be used for tricyclazole determination.

-161 -



(7]
Q7 Capitulo IV: Resultados

Two measurement modes, peak area and peak height, both corrected with different baselines, were
tested in order to find the most adequate conditions for tricyclazole determination. The peak area
between 1511 and 1482 cm! corrected with a baseline established between 1526 and 1434 cm-! was

selected for the determination of tricyclazole in order to obtain sensitive and reproducible data.

3.1.3. Selection of the in-batch measurement parameters

The effect of the number of accumulated scans per spectrum and the effect of the nominal resolution on
the peak area selected were evaluated for both methidathion and tricyclazole using the corresponding
standards prepared in chloroform. The results indicated that the accumulation of a great number of
scans increases the measurement precision. However, the acquisition time increases with the number of
scans and thus, it was necessary to select a compromise value between measurement time and
precision. So, it was selected 50 accumulated scans for carrying out the subsequent studies for both

experimental procedures.

About the effect of the nominal resolution in the peak area, it was found a strong decrease in the IR
signals for both methidathion and tricyclazole on increasing the nominal resolution, and so, it was
selected a nominal resolution of 8 cm-! as a measurement condition for the two different in-batch

determinations of methidathion and tricyclazole.

On the other hand it is clear from spectra recordings in Figure 2 that the correct drying of the C18 and
C8 cartridges loaded with methidathion and tricyclazole respectively was strictly necessary to avoid
important errors in the quantification of the corresponding pesticide. For this reason it is recommended

to dry the loaded cartridges during a minimum time of 90 min.

3.2. Effect of the experimental parameters for the retention of methidathion and tricyclazole

3.2.1. Mass of solid phase

Previous studies evidenced a strong retention of methidathion at the mg L level by the C18 phase from
water samples. So, it was decided to use C18 as the unique solid phase in the subsequent assays. Table 2
shows the effect of the amount of C18 in the cartridge on the recovery of methidathion, using a fixed
volume of chloroform (2 mL) for elution. The increase in the C18 mass produced a decrease in the

recovery of methidathion. However it was confirmed that this behaviour affects the elution process and
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not the retention one, which is approximately the same in the 100-500 mg range assayed. For a column
loaded with 100 mg of C18, 2 mL of chloroform were enough for eluting 96 % of methidathion, but not
in the case of using 500 mg C18. So, it was selected 100 mg of C18 for ensuring the elution of

methidathion with only 2 mL of chloroform.

On the other hand, preliminary studies evidenced a strong retention of tricyclazole by the C8 solid
phase at the mg L level from water samples. So, it was decided to use C8 as the unique solid phase in
the subsequent essays for the determination of tricyclazole. The recovery of tricyclazole reaches a
maximum for 200 mg of C8 mass (results not shown). For a column loaded with 200 mg C8, 2 mL of
chloroform were enough for eluting all the tricyclazole, but for 500 mg of C8, it was necessary a high
volume of solvent for a quantitative elution of tricyclazole. So, it was selected 200 mg of C8 for ensuring

the elution of tricyclazole with only 2 mL of chloroform.

3.2.2. Effect of salt addition

The effect of the ionic strength in the retention of methidathion on C18 columns was studied using
samples with 0.00-6.05 % (w/w) of added NaCl and other samples with 0.00-6.04 % (w/w) of NaNOs.
Results evidenced that the saline concentration did not affect the retention of methidathion in the C18
column in all cases. So, the addition of salt to samples seems unnecessary for achieving the complete

retention of methidathion from samples at mg L level.

The retention of tricyclazole on C8 columns is not affected by the ionic strength of sample, as it was
studied using samples with 1.01-7.08 % (w/v) NaCl. So, the addition of salt to samples is unnecessary
for achieving the complete retention of tricyclazole using 200 mg of solid phase and a sampling volume

of 100 mL.

3.2.3. Effect of the mass of analyte

Different volumes from a water sample containing 7.59 mg L of methidathion were passed through
cartridges containing 100 mg of C18 at a flow rate of 10 mL min" and eluted in all cases with 2 mL of
chloroform. As can be seen in Figure 3, the recovery of methidathion strongly depends on the amount
of pesticide loaded in the cartridge which must be equal or lower than 2.94 mg to guarantee the
quantitative retention of the pesticide in 100 mg of solid phase. So, it can be established a mass of 2.94

mg of methidathion per 100 mg of C18 as the saturation value. On the other hand it was confirmed a
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linear correlation between absorbance and the volume of sample loaded for the range between 0 and
400 mL of a sample containing 7.59 mg L1 of methidathion with an equation Y(peak area)= (0.00894 +
0.00008)V(mL) — (0.01 + 0.02), R?=0.9991. In order to decrease sampling time, it was decided to use 100

mL of samples for practical purposes.

The saturation of 200 mg of C8 was achieved for 2.3 mg of tricyclazole (0.012 mg tricyclazole / mg C8).

In order to decrease sampling time, it was decided to preconcentrate only 100 mL of samples.

The calibration line was obtained for tricyclazole standards prepared in chloroform in the 0.00-0.97 mg

g1 concentration range using peak area measurements corrected with the baseline indicated previously.

3.2.4. Effect of the sampling flow rate

Sampling flow rate in SPE is a critical parameter since the physical interaction between the analyte to be
preconcentrated requires the diffusion of the sample into the solid phase. So, the extraction of
methidathion could be affected by the flow rate in the experimental conditions we used. Different
sampling flow rates (from 1.6 to 10 mL min) were assayed for the preconcentration of 100 mL aliquots
of a sample containing 7.95 mg L' methidathion. The recovery of methidathion was constant in the
aforementioned range. It can be concluded that this behaviour was due to the high affinity of
methidathion for the unpolar C18 phase. So, it was selected a sampling flow rate of 10 mL min' for
carrying out the preconcentration in order to reduce the sampling time, although the precision was

better with small flow rates.

The analysis of samples spiked with methidathion using the aforementioned experimental conditions in
the recommended FTIR batch procedure shown quantitative recovery for methidathion concentrations
in the 3.15-8.28 mg L range. On the other hand, the repeated use of the same cartridges for 10 times in
the preconcentration step did not result in a decrease of methidathion recovery nor in a cross sample

contamination if the previous conditioning was carried out properly.

Different sampling flow rates from 0.2 to 2.1 mL min! were used to preconcentrate 100 mL aliquots of a
sample containing 5.81 mg L tricyclazole. The recovery of tricyclazole was constant in this range. It can
be concluded that this behaviour was due to the high affinity of tricyclazole for the unpolar C8 phase.
So, it was selected a sampling flow rate of 2.1 mL min™ for carrying out the preconcentration with the

shortest sampling time, although the precision of measurements increased on reducing the sampling
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flow rate. It is noticeable the great difference in the range of flow-rates which guarantees the complete
retention for methidathion and that for tricyclazole. In this sense, methidathion is easily separated from
water with C18 with minimum experimental requirements, whereas the retention of tricyclazole with
C8 is more sensitive to the experimental conditions due to the differences in the chemical structure of

both pesticides and their interaction with each solid phase.

The analysis of samples spiked with tricyclazole using the aforementioned experimental conditions in

the recommended FTIR batch mode provided recovery values around 100 %.

3.3. Flow system characteristics and effect of the on-line elution parameters

Figure 1B shows the manifold employed for the on-line elution and FTIR on-line determination of
methidathion from C18 cartridges and that of tricyclazole from C8 cartridges, all of them loaded in the
corresponding selected experimental conditions. To carry out the on-line elution, a fixed volume of
solvent, measured in a loop, was introduced from the bottom of the column at a very slow flow-rate,
and then eluted through the FTIR micro-flow cell and the transient signal, corresponding to the peak
area values between 1038 and 996 cm! corrected with a baseline established between 1105 and 884 cm!
in the case of the determination of methidathion, and the peak area values between 1511 and 1482 cm!
corrected with a baseline established between 1526 and 1434 cm in the case of the determination of
tricyclazole, was recorded. In this way, the formation of bubbles in the system was minimized, because
the air present in the interstices of the solid phase was displaced by the solvent raising on. Additionally,
the first point of the transient signal recording corresponded to pure chloroform thus providing a good
baseline and the elution peak was clearly depicted from the beginning to the end of the continuous

record.

The area of the corresponding elution peaks was used for the determination of both analytes. On
comparing the proposed batch approach with the continuous elution with fresh solvent, it can be

concluded that the selected conditions reduce strongly signal unstability and bubble formation.

Previous studies evidenced that 10 accumulated scans per spectrum was the best condition for the
acquisition of the transient signals for both pesticides. The accumulation of a big number of scans
resulted in a loss of information and the use of a reduced number of scans accumulated resulted in a

bad signal-to-noise ratio.
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To avoid the bubbles formation in the flow system, it was necessary to introduce the chloroform from
the bottom of the column, slowly to displace the air from the solid phase. Some tests were done to select
an adequate filling flow-rate, and it was finally selected a flow-rate of 0.43 mL min-, thus consuming 4.7
min in that filling process, for the determination of methidathion and for the determination of
tricyclazole, as the effect of the different selected mass of solid phase in the column did not affect the

filling process.

On the other hand, the elution flow-rate was critical to obtain an appropriate sensitivity and
repeatability. It was found that an elution flow-rate of 0.66 mL min' produced the narrowest and
sufficiently high peaks for the methidathion determination. So it was selected as a fixed experimental
condition for the on-line determination of methidathion. Surprinsigly, for tricyclazole determination it
was found that an elution flow-rate of 0.75 mL min! gave the best results (see Figure 4). This difference
is not obvious because the different mass of solid phase present in the case of the determination of
methidathion and in the determination of tricyclazole could compensate the effect of the different

polarity of the solid phase in both determinations.

3.4. Analytical figures of merit of the on-line elution-FTIR determination

Figure 5 shows the transient signals corresponding to the on-line calibration used for methidathion
determination. Fiagram peak height and peak area were tested to establish the calibration line. The
calibration line obtained using the peak area provided a LOD of 0.3 mg L, which is of the same order
than the limit value accepted by the Spanish law in fresh waters which corresponds to 0.1 mg L [15].
Two different samples were analysed by the recommended on-line SPE preconcentration FTIR method.
Sample 1, which was spiked with methidathion to a concentration of 7.67 mg L1, gave a content of
methidathion of 7.5 + 0.7 mg L, and sample 2, which was spiked to 7.70 mg L, gave a content of
methidathion of 8.0 + 0.7 mg L-1. So, we obtained relative errors of -2.2 and 3.9 % respectively, which

were acceptable considering the variability inherent to the preconcentration step.

On the other hand, for the determination of tricyclazole the calibration line obtained using the elution
peak area provided a LOD of 0.1 mg L. A sample containing 6.09 mg L tricyclazole was analysed by
the recommended on-line elution-FTIR procedure being found a content of tricyclazole of 6.10 + 0.32 mg
L1, for three independent replicates. So, provides a relative error of 0.2 % which is acceptable

considering the variability inherent to the preconcentration step.
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3.5. Critical comparison between FTIR in-batch and FTIR on-line determinations

On comparing the features of the on-line process with those found in batch it can be seen that the FIA
procedure provides a reduced sensitivity and a LOD four times higher than that obtained in batch for
the determination of methidathion (see Table 3). However, for the determination of tricyclazole the
LOD is slighty improved by the on-line procedure, although this improvement does not justify the
application of the on-line procedure. Additionally, the repeatability of the analytical measurements, the
sampling throughput and the generation of waste were affected by the lack of reproducibility of the on-
line elution process as compared by the batch methodology. So, for the FTIR determination of
methidathion and for the FTIR determination of tricyclazole the batch strategy seems to be the best
election and it must be noticed that, in this case, the corresponding LODs are around the tolerance value

and pure chloroform solutions of methidathion or tricyclazole can be used for external calibration.

In that point, it can be asked what advantages offers the use of the FTIR spectrometry in front of the
typical chromatographic methods for the determination of this kind of analytes in water samples. We
concluded that this FTIR strategy, though potentially useful for concrete applications in this field, does
not fulfil the requirements of the pesticide residue analysis, due to the hard limitations in terms of
sensitivity, the difficulty of avoiding interferences and the lack of multicomponent facilities. Only it
could be possible to apply our FTIR developed methods for the analysis of waste waters from industrial
activities, in order to control the presence of small amounts of methidathion or tricyclazole in their

corresponding manufacturing process steps.

4. Conclusions

Two different FTIR methods for the determination of methidathion and tricyclazole in the mg L1
concentration level have been developed to evaluate them as a possible alternative to the classical
chromatographic ones. The use of C18 and C8 for SPE coupled with FTIR determination offers exciting
possibilities for the separation of non-polar compounds from polluted waters and enhances the LOD
values of the vibrational spectrometric methods till the level tolerated by the environmental legislation.
Results obtained for spiked samples containing the analytes at the mg L level were in good agreement
with the real concentration. However, the disadvantages intrinsic to this FTIR strategy reduce the

application of the developed methods to specific control analysis in the pesticide industry.
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Legend of figures

Figure 1. Manifold employed for SPE-FTIR determination of methidathion or tricyclazole in waters. 1A.
Set-up used for the preconcentration of the analytes. Note: four samples or standards were aspirated
with the peristaltic pump and passed through the activated C18 or C8 cartridges. When the selected
volume of sample was passed through the column, the valves V were opened and the nitrogen stream

dried the cartridges during ca.90 min.

1-B. Flow-system employed for the on-line elution and FTIR determination of methidathion or
tricyclazole. Note: the loop was filled with chloroform with the peristaltic pump, and the chloroform
background was collected using the bypass from valves V1 and V2. Then valves V2 and V1 were turned
and the sense of the pump was inverted, being inserted the solvent in the cartridge with a flow rate of
0.43 mL minl. Valve V2 was turned and the pump inverted using a flow rate of 0.66 mL min- in the
case of the determination of methidathion or 0.75 mL min? in the case of the determination of
tricyclazole. The corresponding analyte was eluted from the cartridge and passed through the FTIR
micro-flow cell. Finally, fresh chloroform was introduced continuously in the cartridge from the upper

side for cleaning the cartridge and to recover the chloroform baseline.

Figure 2a. FTIR stopped-flow spectra of methidathion. A) a 0.63 mg g standard of methidathion in
chloroform, B) an eluate obtained from the preconcentration in a C18 cartridge of 100 mL of a water
sample containing 7.95 mg L of methidathion eluted with 2 mL of chloroform and C) a chloroform
blank. Measurement conditions: 50 scans accumulated per spectrum and 8 cm nominal resolution.

Inset: spectral region selected for the quantification of Methidathion.

2b. FTIR stopped-flow spectra of tricyclazole. A) a 0.65 mg g standard of tricylazol in chloroform, B) an
eluate obtained from the preconcentration, in a C8 cartridge, of 100 mL of a water sample containing
6.09 mg L of tricyclazole eluted with 2 mL of chloroform and C) a chloroform blank. Measurement
conditions: the same than in 2a.

Note: the spectra were displaced on the Y-axis for a clear identification.

Figure 3. Effect of methidathion mass on its recovery from aqueous solutions. Experimental conditions:
different volumes from 100 to 2000 mL of a 7.59 mg L-! methidathion solution were preconcentrated in a
SPE cartridge containing 100 mg C18, with a loading flow rate of 10 mL min". Measurement conditions

as indicated in Figure 2.
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Figure 4. Transient signal recordings obtained for the on-line elution of tricylazole at different flow
rates. Note: samples were previously retained on C8 cartridges corresponding to 100 mL of 6.09 mg L-!
solutions. The measurement conditions were: 10 accumulated scans per spectrum and 8 cm™ of nominal
resolution. The recordings were obtained independently and graphically treated to eliminate the effect

of some small bubbles on the shape of the fiagram peaks.

Figure 5. Typical transient signal recordings obtained for the elution of methidathion previously
retained on C18 cartridges, corresponding to standards prepared in water with concentrations in the
0.00-11.51 mg L! range. The elution flow rate was fixed at 0.66 mL min. The recordings were obtained
independently and graphically treated for eliminating the effect of small bubbles in the shape of the

fiagram peaks.
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Table 1. FT-IR spectrometer measurement conditions used in the in-batch and on-line methods for the

determination of methidathion and tricyclazole in water samples.

Spectrometer Parameter Value
Aperture (mm) 6
Gain 8
Scanner velocity (kHz) 10
in-batch=50
Number of scans per spectrum
on-line=10
Resolution (ecm?) 8
Spectral window (cm™) 4000-600
Apodization Blackman-Harris 3-Term
Zero filling factor 2
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Table 2 inalytical characteristics of the FTIR determination of methidathion using different bands and measurement criteria.

Selected region (@™ Baseline (™) | V= (ats) + (bEs)G ag £ 'y RSD % .
ats, bts, 100 = L
Peak Area: 1742-1853 1800-1500 0,020 £ 0,007 4,082 £ 0,013 0,9397 | 0.04 0,09
Peak Area:1713 3-167T4. 3 | 1800-1500 0.017 £ 0.008 3.342 £ 0.012 0. 9997 0,03 0. 06
Peak Area:1742-1650 1800-1382 0.037 £ 0.009 4,094 £ 0,017 0. 9996 0. 06 0,09
Peak Heisht: 1694 1800-1300 0.0008 + 0,0003  0,1314 £ 0.0005 | 0.9996 0,02 0,03
Peak Area:1038-0596 1105-834 0.024¢ £ 0.007 3.592 £ 0.013 0. 9997 0. 04 0,07
Peak Area:1100-940 1105-834 0.041 £ 0.011 5.B9 £+ 0.02 0. 9997 0. 0A 0.10
Peak Height: 10223 1105-834 0.0009 & 00003 0,1366 £ 0.0005 | 0.9997 0,07 0,04
Peak Area:12A5-1257 1325-12R5 0.003¢ & 0.0011 | 0.8404 & 0,0019 | 0.9998 0,28 0.14

" Relative standard deviation of three replicate analyziz of a standard solution cortaining 0063 mg g'l.

" Limit of detection caleulated for n=l0 and a probability lewel of 99,6 %.

Note: the standards were prepared in the 0.032-1.129 mg g'l concertration range. Measurement conditions: 50 scans accumilszted per spectrum

a i .
and & om nominal resolution
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Table 3. fralytical features for the FTIR developed methods for the determimation of methidathion and tricyclazele by the i

batch and orrline procedures.

FT-IR batch determination

FT-IR arline determination

Feature
nethidathion tricyclazole nethidathion tricyclazole
Calitration line ©= (0.02¢ £ 0.007) + 7= (0,062 = 0.012) + | 7= (0.18 £ 0.07) + 7= (0.09 + 0.04) +
(3.592 + 0.013Cmg 2 (2.3¢ + 0.03)Cmg ¢ | (0.393 & 001G g L™ | (488 + 0.08)Cmg L™
F 0, 5997 0,997 0,992 0, 957
*BSD % 0. 0d 0.15 2,83 3.3
10D 0. 07 0.2 0.3 0.1
Throughput h* 12 12 ] 5
Waste nlL 200 200 700 700

* Relative standard deviation of a standard solution for n=3.
" Limit of detection for =10, expreszed in mg L

‘ Volumes caleulated for 100 replicates.
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3.2. Determinacion de grasa en leches en polvo con extraccion presurizada con disolvente

Pressurized solvent extraction-Fourier Transform Infrared determination of fat

Josep F. Ventura-Gayete, Salvador Garrigues, Agustin Pastor and Miguel de la Guardia
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Abstract

A new method for fast determination of fat content in dried milk samples has been developed using
Pressurized Solvent Extraction (PSE) and mid-Fourier transform infrared (FTIR) spectrometry. The
proposed method improves analytical throughput (12 h-), reagents consumption (12 mL per replicate)
and waste generation in front of classical gravimetric methods. Results obtained shows that FTIR
method is applicable to whole dried milk samples (error lower than 2 %), but not to skimmed dried
milk samples. Analysis of other kind of feed with PSE-FTIR method were carried out, and results
demonstrated that extraction in the previously selected conditions for dried milk samples was not
complete and FTIR determination is not reliable for these feed products.

Keywords: milk, FTIR, pressurized solvent extraction, feed.

1. Introduction

The fat content plays an important role in the nutritional characteristics of milk, and subsequently, in its
quality. Moreover, the milk quality is commonly estimated as a factor of fat, lactose, protein, bacterial
and somatic cells percentage, so these parameters are linked with the final price of the commercial
product [1]. The effect of dietary intake of fats and oils in human health is controversial, and it has been
suggested a linkage between coronary disease and some fatty acids intake. On the other hand, fat
adulteration of foods is a common practice which requires specific control methods.

The traditional methods for the determination of fat in milk are based in i) gravimetry, ii) other physical

essays, iii) turbidimetry, and iv) spectrometry.
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The classical reference gravimetric methods used for fat determination in milk as Rose-Gottlieb or
Mojonnier methods are time-spending and tedious, with high reagent consumption and waste
generation because it is necessary to carry out some series of successive extractions with organic
solvents. For example, the AOAC recommended modified Mojonnier method requires the dissolution
of casein with NH4OH, addition of ethanol and ethyl ether, shaking, addition of petroleum ether and
centrifugation for the first extraction, the same except ammonium hydroxide for the second extraction
and only extraction with ethers for the third extraction. Finally, ether extracts are put together and dried

to constant weight [2].

Modifications of gravimetric methods for fat determination in feed include supercritical fluid extraction
[3], ultrasound-assisted extraction [4], and accelerated or pressurized solvent extraction [5, 6], which
involve long-time stages inherent to the extraction methodology, but eliminates the tiresome hydrolysis

stage.

Babcock reference method consists in the milk-acid reaction with H2504 and separating the fat by
centrifugation, measuring total fat content in a graduated Babcock or alternative test bottle [7]. This
method implies a strict control of temperature and it lacks chemical information about the fat which is

being determined.

The turbidimetric reference method is based in the light dispersion caused by fat globules after

elimination of casein micelles with EDTA [8].

The AOAC mid-IR spectroscopic method for the determination of fat, lactose, protein and total solids is
based on the specific absorption of the corresponding characteristic functional groups. The milk sample
is measured directly in the IR-cell and fat content is calculated by means the absorbance of the CH (fat
B) peak at 2873 cm? and the carbonyl peak (fat A) at 1747 cm’, using partial least squares (PLS)

calibration for quantification [9].

The method proposed by Priego-Capote et al uses focused microwave-assisted Soxhlet extraction prior
to the trans-fatty acids determination by FTIR-ATR measurements. This method is based in the AOCS
Recommended Practice Cd 14d-96. The volume of solvent (n-hexane) used for the extraction is 125 mL,
and the mass of sample is 4 g. The extraction is complete for 7-12 cycles, depending on the type of
sample analyzed (bakery products). After extraction, solvent is evaporated and the traces are removed

with a nitrogen stream. Trans-fatty acids content is determined using the peak at 966 cm[10].
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Fourier transform infrared spectrometry (FTIR) has been applied to the determination of oils and
greases in diverse matrices. This technique offers advantages as the high signal-to-noise ratio, the
multiplex and reduced scan time, improving the limited yield of dispersive instruments. So, several
methods for oil determination in soil and water samples take advantage of FTIR, differing in what
extraction technique is used. Daghbouche et al [11] had determined oils and greases in water samples by
FTIR spectrometry, using liquid-liquid extraction (LLE), solid phase extraction (SPE) and microwave
assisted extraction (MWAE). The absorbance spectra for the extracts were measured and the total peak
area from 3058-2780 cm! was taken as the analytical parameter. The baseline was measured from 3200-

2700 cm-1.

In recent years, Pressurized Solvent Extraction (PSE) or Accelerated Solvent Extraction (ASE) based
strategies had been developed for reducing time and solvent consumption typical of traditional
extraction techniques as the Soxhlet. In these approaches, the extraction is improved using high
temperature which increases the dynamical interchange of the analyte between matrix (solid or
semisolid) and the organic solvent phase. High pressure ensures the maintenance of solvent in the
liquid state at working temperature (typically 50-200 °C). PSE and ASE were applied to a wide variety
of samples and analytes, including the determination of total lipids in poultry meat [12], oxysterols in
egg-containing food [13], gestagens in kidney fat [14], PCB’s in fat containing matrices [15], oils in
contaminated soil [16], and several others as chlorinated pesticides in animal feed [17] or organotin,
organolead and organomercury in soil [18], showing the enormous versatility of this extraction

technique.

The objective of this work is to show the advantages of coupling PSE extraction with FTIR
determination of total fat in dried milk samples, resulting in an improvement in analytical frequency
and a reduction in waste generation and reagents consumption. Moreover, the FTIR discrimination of
fats from different feed is investigated, analyzing a wide variety of feed from dried milk to fish tissue
and nuts. Spectral characteristics of fat from diverse origin were pointed out. The developed PSE -FTIR
method requires small solvent volumes and is completed in a few minutes, allowing a fast, accurate and

environmentally friendly determination of fat in whole dried milk.
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2. Experimental

2.1. Apparatus

A fast-PSE from Applied Separations (Allentown, PA, USA), with nitrogen as a purge gas and a pump
flow rate of 100 mL min-!, furnished with 11 mL stainless extraction vessels and collection vials of 60

mlL, was used for the extraction stage.

A Tensor 27 FTIR spectrometer from Bruker (Bremen, Germany), equipped with a RT-DLaTGS detector
and a KBr beam splitter was used to collect the whole FTIR spectra between 4500 and 800 cm, with a

scanning velocity of 10 kHz. Acquisition of spectra was made by OPUS 4.2 software from Bruker.

Processing of spectra was carried out with the Omnic 6.1a software from Nicolet.

2.2. Reagents and samples

Hexane (fraction from petroleum) Multisolvent® from Scharlau (Barcelona, Spain), dichloromethane p.
a. (>99%) from Fluka (Buchs, Switzerland) and methanol from Panreac (Barcelona, Spain) were used for

preparing the 3:2:1 extraction mixing.

Petroleum ether (40-60°C fraction) and diethyl ether (BHT stabilized) from Scharlau (Barcelona, Spain)
were used in the reference method for extracting fat from dried milk samples and for the determination
of fat in chocolate. A series of commercial samples were analysed by the proposed method. Non-
manufactured hazelnuts and walnuts were homogenized in a mortar for obtaining samples. Liofilized
salmon, bacon and chicken were supplied by our laboratory samples service, and samples were
prepared by homogenizing tissues in a mortar. Chocolate samples were from Spanish market, with the

cacao content in the 43-99 % (w/w) range.

Fat standards from 0.1 % to 4.7 % (w/w) were prepared by weighing a stock fat obtained from a pool of
whole milk samples extracted by the reference method and diluting with the adequate extraction

mixing solvent.
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Chocolate fat standards from 2.11 % to 12.0 % (w/w) were prepared by weighing a stock fat obtained
from a pure chocolate sample (99 % w/w) extracted by the PSE gravimetric method and diluting with

the adequate volume of petroleum ether.

2.3. Recommended PSE-FTIR procedure for fat determination in dried milk

Weigh accurately 1.7500 g of sample and mix in a mortar with approximately 5.0 g of Ottawa sand as a
dispersing agent. Place the disk filters in the 11 mL internal volume stainless extraction vessels and fill
them with the sample mixture. Fill one of these extraction vessels only with Ottawa sand in order to
obtain the blank. Refill the vessels with sand to complete internal volume and cap with glass wool.
Weigh accurately the empty 60 mL collection vials with a precision of 0.1 mg. Then run the extraction
programme, completing 3 static cycles consisting in: a) 2 min vessels preheating at 80 °C and 50 bar of
pressure, b) filling the vessels with the extraction solvent; ¢) 1 min static maintenance of solvent at 80 °C
and 100 bar of pressure; d) discharge of the extracts with a nitrogen stream during 2 min. At the end of
the PSE programme, remove extraction vessels and collection vials and substitute them by sand-filled
vessels and new collection vials. Then run a static cycle with the same conditions as before in order to
clean and to get ready the PSE system for the next extraction set. On the other hand, weigh the
collection vials containing the extracts with a precision of 0.1 mg, and after that introduce each extract in
the FTIR spectrometer with the aid of a peristaltic pump, and collect the FTIR spectra between 4500 and
800 cm in the stopped-flow mode, with a nominal resolution of 8 cm™ and accumulating 50 scans per
spectrum. Weigh the collection vials after FTIR measuring for carrying out the gravimetric
determination if it is necessary. Fat content is obtained by interpolation of the peak area between 1774.2
and 1712.5 cm™ with a baseline established between 1805.0 and 1581.3 cm in a calibration line obtained
for fat standards in the 0.13-10.26 % (w/w) range in the same conditions than samples. FTIR

spectrometer parameters are summarized in Table 1.

2.4. Reference method for the determination of fat in dried milk

Weigh 1.0000 g of whole dried milk sample or 1.5000 g of skimmed dried milk sample in a beaker, add
10 mL of water and shake until full homogenization, warming if necessary. Add 1.25 mL of a 30 % (v/v)
NH4OH solution and heat in a water bath at 60-70°C during 15 min, shaking occasionally. Let cool and
pour in the extraction flask. Add 10 mL of ethanol (96 %), mixing gently but completely keeping the
flask opened. Add 25 mL of diethylic ether (BHT stabilized), close the extraction flask and shake

vigorously, inverting the flask some times, during 1 min. Open the flask carefully and add 25 mL of
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petroleum ether; close the flask, shake and invert during 30 seconds. Let the flask rest until the top
liquid layer is completely clear and separated from the aqueous phase. Then separate the phases by
decantation. The organic phase is decanted into an erlenmeyer flask, and the aqueous phase is extracted
two times more in the same way as the first extraction, repeating the operation previously described but
using only 15 mL of each solvent. The corresponding organic phases are transferred to the erlenmeyer
flask. Then eliminate most of the solvent by distillation or evaporation. When there is no noticed any
solvent odour, heat the flask at 102 + 0.2 °C during 30-60 min. Let cool at room temperature and weigh
with a precision of 0.1 mg to constant weight. Then add 15-25 mL of petroleum ether. Heat slightly and
shake until all the fat dissolves. Let rest the non-fat residues at the bottom of the flask and decant it.
Heat the flask during 1 h in the oven and proceed as before. Fat content is obtained by difference

between the first constant weight (total) and the final constant weight (non-fat residues).

2.5. Recommended PSE procedure for fat determination in chocolate

Weigh 1.0000 g of sample and mix in a mortar with approximately 2.0 g of Ottawa sand as a dispersing
agent. Pack carefully this mixture with filter paper. Place disk filters in the 11 mL internal volume
stainless extraction vessels and fill them with the sample packs. Fill one of these extraction vessels only
with Ottawa sand packed with filter paper in order to obtain the blank. Refill the vessels with sand to
complete internal volume and cap with glass wool. Weigh accurately the 60 mL collection vials
previously with a precision of 0.0001 g. Then run the extraction programme, completing 3 static cycles
consisting in: a) 2 min vessels preheating at 100 °C and 50 bar of pressure, b) filling the vessels with
petroleum ether; c) 3 min static maintenance of solvent at 125 °C and 100 bar of pressure; d) discharge of
the extract with a nitrogen stream during 2 min. At the end of the PSE programme, remove the
extraction vessels and collection vials and substitute them by sand-filled vessels and new collection
vials. Then run a static cycle with the same conditions as before in order to clean and to get ready the

PSE system for the next extraction sample set.

For the gravimetric determination of fat in chocolate, evaporate the solvent from the extracts with a
nitrogen stream. Then heat at 102°C in an oven for 30 min. Weigh with 0.1 mg precision until constant

weight.

For the FTIR determination, introduce each extract in the FTIR spectrometer with the aid of a peristaltic
pump, and collect FTIR spectra between 4500 and 800 cm™ in the stopped-flow mode, with a nominal

resolution of 8 cm! and accumulating 50 scans per spectrum.
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3. Results and discussion

3.1. PSE parameters

Previous assays showed that fat from dried milk could be extracted quantitatively by PSE with a
mixture of hexane, dichloromethane and methanol in a proportion of 3:2:1 in volume. So, the different
PSE parameters affecting the process were evaluated. Figure 1 shows the effect of the dried milk sample
mass in the percentage of total fat contained in the sample. As can be seen, the adequate mass is
between 1.00 and 1.75 g. For masses below 1.00 g the percentage of fat obtained is lower than the
maximum because the error is due to the incomplete transference of sample from mortar to the
extraction vessel. For masses over 1.75 g, fat extraction is not completed in the experimental conditions
used. On the other hand, the highest fat percentage-precision ratio was achieved for a mass of 1.75 g of

sample, so it was selected for subsequent studies.

On the other hand, it was evaluated the effect of the number of 1 minute static extraction cycles in the
fat extraction. In a static cycle, solvent is maintained in the vessel with the sample at a fixed temperature
and pressure, during a fixed time. So, it is necessary to repeat these cycles in order to obtain the
complete extraction of the analyte. As can be seen in Figure 2, most extraction occurs in the first static
cycle (about 90 percent). In the second cycle is extracted about the 10 % of the fat and it is extracted the 1
% in the third cycle. So, only three cycles are needed for achieving the complete extraction of the fat and

subsequently three static cycles were programmed in the recommended procedure.

3.2. FTIR spectra of fats

Figure 3 shows the absorbance FTIR spectra of extracts from whole dried milk and skimmed dried milk
extracted with the solvent mixture of hexane: dichloromethane: methanol in a volume proportion of
3:2:1. Whole milk has a characteristic strong band at 1750 cm™ which corresponds with the carbonyl
group from the ester linkage of fatty acids [19]. Solvent absorption in the v(cn) region (2850-3025 cm)
avoids the use of this region for our quantification purposes. However, the fingerprint region is mostly

not affected by solvent absorption, except the cis and trans bonds regions at 1000 cm approximately.

There are some differences between whole and skimmed milk extracts. For skimmed milk, the typical
fatty acids band at 1750 cm appears only as a muscle in the broad amide band at 1640 cm™ which

corresponds to the proteins extracted together the fat. This feature is consequent with the absorbance in
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the fingerprint region due to the fat CH bonds, and so, with the low fat content in the sample (< 1%
w/w), but it complicates the final quantification of fat in skimmed milk. It was evaluated a set of
measurement conditions as peak area or absorbance and different baselines for quantification. The
selected conditions were finally the peak area between 1774.2 and 1712.5 cm? with a baseline
established between 1805.0 and 1581.3 cm!. The baseline selected allows us to compensate the amide
band spectral interference from proteins extracted with fat by the PSE programme. No significant
advantages were obtained using the first derivative spectra, and the lack of sensitivity suggests using

direct spectra. So, these conditions were selected for the determination of fat in dried milk.

On the other hand, a set of diverse fat containing solid samples, consisting in whole, skimmed dried
milk, several infant dried milks, liofilized salmon, hazelnuts, walnuts, chicken hide and pig bacon was
extracted with the aforementioned recommended procedure and the corresponding absorbance spectra
were recorded. This set of spectra was used as a spectral library in order to compare the different
extracts among them. Figure 4 shows the FTIR spectra of extracts from four different samples. The

figure inset points out the region in which appears more spectral differences (1150-1075 cm™).

The regions selected for comparison purposes were 1797.59-1511.59 cm-!, 1399.53-1282.90 cm!, 1227.14-
1071.99 cm™ and 1003.03-847.88 cm-1. This selection is due to the strong absorption of the solvent in the
fingerprint region (1400-1500 cm, 1300-1225 cm! and 1070-1000 cm), which causes high variability in
the extract absorbance and avoids the use of this narrow regions in the classification with the spectral

library.

Results shown that the whole dried milk (A) had a similarity higher than 99 % with 21 library spectra,
and a similarity in the 99-90 % range with 10 another spectra, from 35 spectra contained in the library.
The three skimmed dried milks recorded in the library were the least similar spectra with regard to the
whole milk. On the other hand, the skimmed dried milk spectra were comparable at 99-90 % of

similarity with themselves, whereas the rest of spectra had a similarity lower than 60 % with them.

31 spectra had a similarity in the 100-90 % range as compared with baby dried milk spectra. On the
other hand, the spectrum of a pig bacon extract was mostly different from any spectra in the level over
99 %, and 31 spectra had a similarity in the 95-90 % range. That means that pig bacon spectrum had
significant differences with most of the library spectra. However, a related type of extract which is from
another animal source (chicken hide), had a similarity higher than 99 % with 17 library spectra, meaning

that fat from this origin was poorly discriminated from that from another samples. Salmon extract
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spectrum had a correlation higher than 95 % with 27 library spectra and with 3 baby dried milk spectra
at 95-90 % level. A correlation higher than 99 % with 8 spectra was obtained for hazelnut, with 21
spectra in the 99-90 % range. Walnut shown a correlation higher than 99 % only with hazelnut and 27

spectra were in the 99-90 % similarity range.

So, the extracts FTIR spectra of feed samples from different origin shown significant differences in the
fingerprint region, suggesting the possibility of discriminate the origin of a fat extracted by the PSE

recommended procedure.

3.3. Determination of fats in milk

Three whole dried milk and three skimmed dried milk samples were analysed by the PSE-FTIR
recommended method, by PSE extraction and gravimetry, and by the official gravimetric method.
Results are summarized in Table 2. As can be seen, similar contents of fat were obtained for the whole
milks by the three different methods. However, the skimmed milks were not quantified accurately with
the proposed FTIR method. The calibration curve was prepared using fat from whole dried milk,
extracted by PSE and purified as in the gravimetric method, and the type of fat contained in skimmed
and whole milk could be different. For that reason, the calibration could not be applied for the

quantification of skimmed milk fat. The use of first derivative spectra did not improve the results.

3.4. Analytical figures of merit

The developed method has a limit of detection of 0.004 % (w/w). The calibration line obtained for
standards in the 0.13-4.7 % (w/w) range was Y (peak are)= (0.1012 + 0.0004)Cr (% w/w) + (0.0029 + 0.0008),
with R?=0.9994. The main advantages of the proposed method were the improvement in analytical
throughput and the reduction of reagents consumption and waste generation. The productivity was
enhanced greatly, with a throughput of 12 h! for the PSE-FTIR method in front of a throughput of 4 h!
for the gravimetric reference method. The PSE equipment allows extracting 6 samples simultaneously
and automatically, whereas in the reference method each extraction has to be done manually. On the
other hand, in the developed method the extract obtained in the FTIR method is introduced directly in
the spectrometer and no additional manipulation is necessary, saving the evaporating or distilling time.
On the other hand, the manipulation of sample is reduced, preserving it from crossing contaminations
and protecting the analyst from solvent toxicity. Moreover, the volume of wastes generated in the case
of the PSE-FTIR method is ten times lower than that generated by the reference method (12 mL in front

of 131.25 mL per each replicate).
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3.5. Determination of fat in feed

All feed samples used for the preparation of the spectral library were analyzed by the proposed FTIR
method and the PSE gravimetric method. The results for non-milk products are summarized in Table 3.
For most samples, FTIR method provides higher contents of fat. In this sense, FTIR method is not
comparable with gravimetric method in the conditions fixed in this work, due to the following reasons:
a) the original milk fat calibration is not applicable to these samples because the type of fat is different,
b) there are some interferents extracted because the conditions are not optimized for these types of

matrices.

So, specific methods for the determination of fat in different types of feed are necessary. The PSE
parameters more critical are the solvent and temperature of extraction. These parameters are easily
selected by the corresponding studies. On the other hand, the standards are easily prepared by mixing
fat extracts from a pool of extracted samples by the PSE specific procedure. In that point we applied a
PSE-FTIR modified method for the determination of fat in chocolate, in order to verify the correlation
between fat content and pure cacao, as an example of the applicability of the FTIR approach for fat
determination. In this method, petroleum ether was enough for the complete extraction of fat from
chocolate and it was unnecessary the use of the ternary mixture. Figure 5 shows the FTIR spectra of a
chocolate extracted sample, a chocolate fat standard and a petroleum ether blank. As can be seen, the
FTIR spectrum of the chocolate fat presents the typical carbonyl absorption band at 1750 cm™ and the
fingerprint region around 1160 cm-!. The measurement parameters were evaluated, being selected a
nominal resolution of 8 cm? and 50 scans accumulated per spectra. On the other hand, different
measurement modes as peak height or peak area corrected with different baselines were evaluated for
the accurate and precise determination of fat in chocolate. Finally it was selected the peak area between
1211.1 and 1130.1 cm™ corrected with a baseline established between 1531.2 and 914.1 cm. The
calibration line obtained in these conditions, for standards prepared from pure chocolate (99 %) in the
2.11-12.00 % (w/w), was Y(peak area= (2.271 + 0.002) Cr % (w/w) — (0.055 + 0.014), with R?= 0.99998. The
FTIR developed method was applied to ten different chocolate samples and the results showed
significant differences with the PSE gravimetric method, probably due to the extraction of interferents.

However, the correlation between cacao content and fat content is approximately linear (see Figure 6).
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4. Conclusion

It has been evaluated the pressurized solvent extraction coupled with FTIR spectrometry for the
determination of fat in dried milk. Indeed, the characterization of different types of samples with the
aforementioned method has been investigated. The proposed method has been applied to some whole
and skimmed dried milk samples. Results obtained for whole milk were consistent with these obtained
with reference method, showing that the proposed method is accurate, precise and directly applicable
to whole dried milk. Skimmed milk, however, was not correctly quantified at all with the proposed
method. On the other hand, results obtained from other feed samples shown that there were some
important errors in the PSE-FTIR determination of fat. The correlation between the cacao content and
the fat content in chocolate has been investigated using a modified PSE-FTIR method. Results indicated
a direct correlation between these parameters, but some differences between gravimetric and FTIR
method results showed the necessity of studying in depth the reliability of the FTIR approach. The main
goals of these PSE-FTIR methods are the improved analytical throughput and the reduced reagents
consumption and waste generation in front of that corresponding to reference official methods. So,

future efforts would be concentrated to develop new strategies based on the PSE-FTIR methodology.
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Legend of figures

Figure 1. Effect of sample mass in the extraction of fat obtained by PSE-FTIR method for a whole dried
milk sample with a fat content of 26.48 %. The used PSE programme had 3 static cycles of 1 min at a
temperature of 80 °C and 100 bar of pressure. The solvent used for the extraction was a mixture of
hexane, dichloromethane and methanol in the proportions 3:2:1. The results are expressed as the mean

value = s for three independent replicates.

Figure 2. Total fat accumulated in the extract in successive static extraction cycles expressed as
percentage of total fat extracted in four cycles. The mass of sample was 1.7500 g and the PSE conditions

were the same than in Figure 1.

Figure 3. FTIR spectra of extracts obtained by PSE corresponding to: A) solvent blank, B) 2.00 g of a
skimmed dried milk sample with <1 % (w/w) of fat, C) 1.75 g of a whole milk sample with 26.48 %
(w/w) of fat. Measurements conditions were 50 scans accumulated per spectrum with a nominal

resolution of 8 cm!. PSE programme was the same than in Figure 1.

Figure 4. FTIR spectra of extracts obtained by the PSE-FTIR proposed method, corresponding to: A) 1.75
g of an infant dried milk, B) 0.90 g of liofilized salmon, C) 0.82 g of untreated walnut, D) 0.84 g of
chicken hide. Inset: fingerprint region. The spectra were obtained with 50 scans accumulated per

spectrum and 8 cm! of nominal resolution.

Figure 5. FTIR spectra obtained by the PSE-FTIR chocolate method, corresponding to: A) a standard
containing 5.85 % (w/w) of chocolate fat in petroleum ether, B) a sample of chocolate containing 52 % of
cacao and 30 % of fat, C) a blank. Measurement conditions: nominal resolution 8 cm? and 50

accumulated scans per spectrum.
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Figure 6. Dependence of the fat content obtained by the PSE-FTIR method proposed for the

determination of fat in chocolate with the manufacturer’s declared cacao content in percentage.
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Table 1. FTIR spectrometer instrumental parameters used in the spectra acquisition from PSE extracted

feed.

Parameter Selected condition
Detector RT-DLaTGS

Beam splitter KBr

Aperture setting (mm) 6

Scanner velocity (kHz) 10

Gain Autogain

Apodization Blackmann-Harris 3 terms

Resolution Phase
Phase correction mode
Zero filling factor
Number of scans

Resolution (cm™)

32.00

Mertz

2

50
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Table 2. Results obtained for the determination of fat in whole dried milk samples (1-3) and skimmed
dried milk (4-6), by the PSE-FTIR proposed method, the PSE-gravimetric method and the reference
gravimetric method. Percentages of error from PSE-FTIR method respect to PSE-gravimetric and

reference methods are included.

%
Reference PSE % Difference  Difference
Sample PSE-FTIR gravimetric . . (FTIR-PSE (FTIR-
gravimetric . .
method gravimetric) reference
method)
1 27.48 +0.06 27.48 +0.03 27.27 0.78 0.00
2 26.49 +0.09 26.08 £0.11 25.81 2.64 1.59
3 26.69 +0.05 26.40 = 0.04 26.11 2.19 1.10
4 0.36 +0.03 0.86 +0.02 0.36 -0.19 -58.58
5 0.000 £ 0.019 0.77 £0.03 0.22 -100.23 -100.10
6 0.411 +0.003 0.613 +0.009 0.56 -26.07 -32.96
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Table 3. Results obtained for the determination of fat in different feed using the PSE-FTIR developed

method for dried milk and by the PSE gravimetric method.

PSE gravimetric %

Sample (Wiw) PSE-FTIR % (w/w)  Difference %
Liofilized salmon 33,6 31,4 -6,9

Nut 63,8 56,04 -13,8

Walnut 56,4 49,1 -15,1

Sheep cheese 37,1 40,8 9,0

Bacon 73,0 63,9 -14,2
Chicken 69,8 62,3 -12,1

Goat cheese 28,8 37,6 23,5

Soft cheese 16,3 25,6 36,3

Cured cheese 22,8 31,3 27,2
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4. Tratamiento en linea de la muestra: determinacion de succinato

de doxilamina en especialidades farmacéuticas

On-line sample treatment and FT-IR determination of doxylamine
succinate in pharmaceuticals

Josep F. Ventura-Gayete, Miguel de la Guardia, Salvador Garrigues
Talanta 70 (2006) 1100-1106
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Abstract

Alow solvent consumption method for Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) determination of doxylamine succinate in pharmaceuti-
cals has been developed. The analyte was continuous and selectively extracted with a 13% (v/v) ethanol:chloroform solvent mixture, recirculating
the solvent through the sample and menitoring the process by FI-IR. Doxylamine succinate was determined by on-line standard addition measuring
the peak area in the regions 1730-1710 and 1485-1462 cm™" corrected with a two-point baseline established between 2000 and 1800 cm!. This
new method implies low volumes of chloroformic solvent mixture. only 2.6 mL per sample. in front of classical batch FT-IR methods, improving
analytical efficiency and reducing waste generation. The on-line extraction and standard addition determination of doxylamine succinate allowed

a throughput of 10k,
© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: FI-IR: On-line treatment; Doxylamine succinate; Pharmaceuticals

1. Introduction

Halogenated compounds had been identified as ozone-layer
depleting agents, and both their toxic properties for humans and
environmental damage derived by their use, recommend a pro-
gressive reduction of their consumption restricted by recent laws
developed in the frame of the Montreal Protocol [1].

Fourier transform infrared spectrometry (FI-IR) is an analyt-
ical technique that offers excellent possibilities for quantitative
analysis, based on the selective signals obtained from the charac-
teristic spectra, being widely employed in application laborato-
ries [2]. Transmittance IR measurements in liquid phase require
the use of solvents which present alow absorption in this spectral
region, halogenated hydrocarbons and carbon disulfide (C5S;)
being the main available solvents for these purposes [3].

The introduction of flow injection analysis strategies [4,5] has
increased the potential of FT-IR spectrometry as a tool for quan-
titative analysis and the hyphenation with solid phase extraction
[6] and the on-line sample extraction [7] allows us the deter-
mination of analytes at the levels of mgL—! and minimizes

* Corresponding author. Tel.: +34 96 35431 58; fax: +34 96 3544838,
E-mail address: salvador.garrigues@uv.es (3. Garrigues).

0039-9140/% — see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi: 10.1016/j talanta. 2006 02,023

the sample manipulation, also reducing the consumption of
solvent.

On the other hand., useful methods in quality control must be
as fast and low cost as possible, the on-line extraction being a
good compromise between productive parameters and a reduced
sample handling.

Most active principles in pharmaceuticals are determined by
UV—vis spectrometry, which suffers from a lot of interferences,
and HPLC, which are time consuming and require large amounts
of organic solvents, and in front of these commonly employed
methodologies. Excellent results could be obtained by flow anal-
ysis and FT-IR. Precedents on that are the determination of octyl
succinate [8], ibuprofen [9], dimenhydrinate [10], ketoprofen
[11]. paracetamol [12—14] and caffeine and acetylsalicylic acid
[ 15]. However, none of these previous studies involved the on-
line sample treatment.

Doxylamine succinate (phenyl 2-pyridylmethyl-beta-NN-
dimethylaminoethyl ether succinate 1:1) 1s an antihistaminic
drug widely used for treating nausea during pregnancy and it is
present in counter-cold and sedative pharmaceuticals [ 16]. Some
chromatographic methods have been proposed for its determi-
nation at trace levels [17-19] besides mass spectrometry [20],
capillary electrophoresis [21] and UV spectrometry in micellar
medium [22].
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The aim of this study has been the development of a mecha-
nized procedure for the determination of doxylamine succinate
in pharmaceutical tablets, using FT-IR measurements after on-
line sample extraction. The method uses a closed-flow system
and involves the consumption of a minimum volume of chlo-
roform per sample, thus contributing to the reduction of chlo-
rinated solvent use and the development of a green analytical
chemistry.

2. Experimental
2.1. Apparatus

The FT-IR measurements were carried out using a Nico-
let Magna 750 spectrometer {Madison, W1, USA). equipped
with a globar IR source, a stabilized temperature deuterated
triglycine sulphate detector and a Ge/KBr beamsplitter, and
using a microflow cell (Graseby-Specac, Orpington, UK) with
ZnSe and CaF; windows and an optical pathlength of 0.11 mm.

FT-IR spectra and data treatment were recorded and pro-
cessed with the Omnic v2.1 software from Nicolet.

A UV—vis diede array spectrometer model HP8452A from
Hewlett-Packard (Waldbronn, Germany) was used for obtaining
UV —vis spectra of samples. UV—vis absorbance spectra were
recorded in the range between 190 and 280 nm, using a 10 mm
quartz cell from Hellma (Jamaica, NY, USA).

A Medifugue centrifugue (Heraeus Sepatech, Germany) and
a J.P. Selecta ultrasound water bath (Barcelona., Spain) were
employed for the preparation of samples in the batch procedure.
A Hamilton microsyringe of 50 pL. was used for the injection of
standards in the on-line standard addition.

2.2. Reagents

Chloroform stabilized with 150 ppm of amylene (Scharlau,
Barcelona) and absolute ethanol Multiselvent grade from Schar-
lau, dried with anhydrous sodium sulphate r.g. (Baker, Deven-
ter, Holland) were employed in order to obtain a 13% (viv)
ethanol:chloroform solvent mixture for sample treatment and
FT-IR measurements.

HC1 0.1 M prepared from concentrated analytical grade HC1
36% (viv) from Scharlab (Barcelona, Spain) and ultrapure deion-
ized water, with a resistivity of 18.2 M obtained from a Milli-
pore MilliQ) system (Molsheim, France) were used for the UV
reference procedure.

Doxylamine succinate standard with a purity higher than
99% was acquired from Sigma—Aldrich (Steinheim, Ger-
many). Dormidina™ samples produced by Laboratorios Bsteve
(Barcelona, Spain) were obtained from Spanish market. Tablets
containing 25 mg of doxylamine succinate were homogenized
appropriately and kept out from light in a desiccator before their
analysis.

2.3. On-line extraction manifold

Fig. | shows the manifold employed for the on-line extraction
and FT-IR determination of doxylamine succinate in pharmaceu-

Injection
device
Extraction
cartridge Peristaltic
pump &
FT-IR
microflow |:|
cell
Three-ways Q
direccional
valve
— —
1‘ Loop\‘
Solvent
mixture Waste

Peristaltic
pump

p sample extraction
Flow direction
—=p system cleaning step

- filling loop step

Fig. 1. Manifold employed in the on-line extraction and determination of doxy-
lamine succinate.

ticals. The assembly consisted of a main circuit that includes a
Gilson Minipuls 2 (Villiers-le Bel, France) peristaltic pump with
a Viton (isoversinic) tube of 1.5 mm i.d. to impel the solvent, an
interchangeable syringe cartridge for sample extraction, a glass
injection device for standard introduction and a microflow FT-
IR cell. The connection between elements was made with PTFE
tubes with 0.8 mm i.d. A Rheodyne 5041 six-way valve (Cotati,
CA, USA), equipped with a loop of 2.58 mL volume, was used
for the introduction of the carrier and the extraction solvent
inside the manifold. The solvent loop was filled using a second
peristaltic pump equipped with a Viton tube of 3 mm i.d. A three-
way directional valve was employed for cleaning the system
between the analyses of different samples. For on-line standard
addition discrete volumes of a doxylamine succinate stock solu-
tion were Injected in the system using a 50 p. microsyringe
through a home-made injector device with a silicone membrane
(see Fig. 1 for set-up details).

2.4. Batch FI-IR procedure

Fifty milligrams of sample was accurately weighed inside a
glass vial and SmL of a 13% (v/v) ethanol:chloroform mixture
was added. The mixture was shaken for a few seconds and clar-
ified by centrifugation at 3500 rpm for 5 min. The liquid phase
was filtered through a 0.45 pum syringe membrane filter and
imtroduced in the FT-IR measurement cell by aspiration with the
peristaltic pump. The FT-IR spectrum was recorded between
4000 and 600cm=" with a nominal resolution of 8cm=" and
accumulating 10 scans per spectrum versus a background of the
cell filled with the same solvent. To calculate the doxylamine
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succinate concentration in each sample, the sum of the peak areas
between 1710-1730 and 1485-1462 cm~!, both corrected with
a two-point baseline established between 2000 and 1800 cm™!,
was Interpolated in an external calibration of doxylamine succi-
nate prepared by direct dissolution of standards in the [3% (v/v)
ethanol:chloroform mixture and measured in the same way as
the samples.

2.5, On-line FT-IR procedure

Fifty milligrams of sample was accurately weighed ina 3mL
internal volume cartridge and inserted in the manifold. The
2.38 mL loop was loaded with the 13% (v/v) ethanol:chloroform
solution using the six-way valve, being opened the three-way
directional valve. Then the solvent was injected into the sample
extraction cartridge, closing the directional valve at this moment.
Finally, the six-way valve was disposed in the initial position
and the directional valve opened, being recirculated the extract
obtained from solvent action through the solid sample contained
in the cartridge. This extract containing doxylamine succinate,
was recirculated with a flow rate of 8.5mLmin~" through the
FT-IR spectrometer measurement cell and sample cartridge until
the end of the extraction process, when the steady state was
reached. After that the extract was conducted with the direc-
tional valve to the wasle recipient. During the recirculation of
the solvent mixture through the extraction cartridge the FI-IR
spectra between 4000 and 600 cm™" are continuously recorded
as a function of time, with a nominal resolution of 8 em=! and
accumulating four scans per spectrum. until a constant signal
is obtained. The recirculation period was established from the
chemigram obtained for peak area between 1730 and 1710 cm™!
(corrected with an horizontal baseline at 1800 cm=!).

The sample signal was measured from the final spectrum
obtained by the co-addition of the spectra for a time interval of
0.038 min after 1.7 min of the beginning of the data acquisition.
The sum of peak area between 1730-1710 and 1485-1462 cm—1,
both corrected with a two-point baseline established between
2000 and 1800cm =", was employed for calculations.

So, on using the aforementioned set-up, it is possible to fol-
low continuously the evolution of the extraction process, being
the chemigram directly related with doxylamine succinate con-
centration. External calibration was obtained by injecting small
volumes (25 pL) of a 50mgmL~" stock doxylamine succinate
solution in the manifold through the glass injector silicon mem-
brane and using the corresponding co-added spectra in the same
measurement conditions as the sample.

On-line standard addition was carried out by injecting succes-
sive 25 pL aliquots of the stock solution to the extracted sample
solution after to reach the steady state of the extraction process.
The content of doxylamine succinate in the sample was obtained
by extrapolation from the standard addition line established from
each addition.

2.6. UV—vis reference procedure

0.1500g of sample was accurately weighed and 65mL of
HC1 0.1 M solution was added. The mixture was shaken for

10 min and transferred to a 100 mL volumetric flask and the vol-
ume completed with HCl 0.1 M. The suspension was filtered
through a Whatman 42 paper and the first 20mL of the solu-
tion discarded being used the rest. One milliliter of sample clear
solution was diluted to a final volume of 10 mL with HC10.1 M.
The U¥—vis spectrim was recorded between 190 and 280 nm in
front of a background of HC1 0.1 M. Finally, doxylamine succi-
nate concentration was determined by interpolating the sample
absorbance at 262 nm in a calibration line of standard solutions
of doxylamine succinate directly prepared in HCl 0.1 M and
measured in the same conditions as samples [23].

3. Results and discussion
3.1, FT-R spectral characteristics af doxylamine succinate

Doxylamine succinate is highly soluble in water and has also
a good solubility in ethanol and chloroform. Fig. 2 shows the
FT-IR spectra corresponding to a doxylamine succinate stan-
dard and an extract of a sample, both prepared in a 13% (v/v)
ethanol:chloroform mixture. The background was collected in
the same conditions as the sample and standard, and corresponds
to the microflow cell filled with the solvent mixture. As can be
seen, the main bands present in the spectrum of doxylamine suc-
cinate standard were sirilar to the bands appearing in the extract
of the sample, suggesting the use of these bands for the direct
determination of doxylamine succinate directly extracted from
the samples without any previous treatment. The most intense
band appears at 1710 em™" and corresponds to the succinate car-
boxylate group absorption. Other important bands are present
at 1580, 1470, 1440, 1375 and 1340cm™! that correspond to
vibration modes of monosubstituted benzene. -CH; deforma-
tion asymmetric, C—OH in-plane bend and -CH3 symmetric
bending, respectively [24].

Different bands and modes of measurement were studied
including peak area and peak height with different baseline cor-
rections (see Table 1). Finally, the selected measurement criteria
was the use of the sum of the peak area between 1710 and
1730cm™" and the peak arca between 1462 and 1485em™!,

0.060

0.050
g 004
£ 0.030
< 0.020

0.010

1800 1800 1700 1600 1500 1400 1300
Wavenumbers (cm-T)

Fig. 2. FTIR spectra of (A) 4.24mg mL~! doxylamine succinate standard pre-
pared in 13% (vv) ethanol:chloroform mixture, (B) sample extract in the same
solvent mixture corresponding to 4.51mg mL~! of doxylamine succinate, and
(Chsolvent blank. Measurement conditions: 10 accumulated scans per spectrum,
8em~! nominal resolution, background of 13% (v/v) ethanal:chlaroform
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Table 1

Calibration lines obtained for “in batch™ FT-IR determination of dox ylamine succinate using different criteria

Measurement criterion Baseline (cm™!)

Peak height 1720 cm™" 1800
Peak height 1720 cm™! 1650
Peak area 1710-1730em=! 1800
Peak area 1455-1488cm™" 1800
Peak area 1580-159%6cm—" 1800
Peak area 1710-1730¢cm ™! 1750
Peak area 1710-1730em=! 1850
Peak area 1077-1110cm~" 1850
Peak area 1419-1439cm™" 1800

Peak area 1710-1730+ 1485-1462cm™! 1800-2000

Calibration line, ¥ ={a & 5,)C {mg mL~ Y+ (Bt sp) R

=(0.01080 £0.00003)C + (0.00017 £ 0.00004) 0.99991
0.00908 £ 0.00006)C + (0.00050 £ 0.00011) 0.9992
0.2288 £ 0.0006)C — (0.0035 £ 0.0010) 0.99990
0.325+0.002)C —(0.014 £0.003) 0.9994
0.1302 £ 0.0008)C — (0.0047 £ 0.0013) 0.9994
(0.1621 £ 0.001 2)C — (0,003 £ 0.002) 0.9991
0.2200 £ 0.0005)C — (0.0079 £ 0.0009) 0.99991
01635+ 0.001 70 — (0.012 £ 0.003) 0.998
0.1104 £ 0.001 23 — (0,000 £ 0.002) 0.998
0.443£0.003)C —(0.001 £0.003) 0.9991

both corrected with a baseline established between 1800 and
2000 em™! which provided the best sensitivity.

3.2, Batch FT-IR determination of doxyiamine succinate

Previously to the development of the on-line method it was
necessary to study doxylamine succinate extraction process in
order to design correctly the corresponding manifold in which
the experimental conditions could be reachable.

Chloroform presents a relative high transparency in the mid-
dle IR region and because of that it was selected as a solvent
for the extraction of doxylamine succinate from pharmaceuti-
cals. Unfortunately, 1t was verified that the extraction was not
complete. So, we evaluated the effect of incorporating ethanol
to chloroform 1n order to increase the polarity of the extrac-
tion solvent. Increasing amounts of ethanol were considered for
the extraction of doxylamine succinate being found that for a
proportion of ethanol equal to or higher than 13% (viv) the
extraction was complete (see Fig. 3). So, a 13% mixture of
ethanol:chloroform was selected for following experiments.

Studies about the effect of shaking time showed that mechan-
ical or ultrasonic shaking is unnecessary for extracting doxy-
lamine succinate completely from pharmaceuticals using the
above-mentioned solvent mixture. So, on-line extraction is pos-
sible with minimum experimental requirements.

Nominal resolution and number of accumulated scans per
specirum were also evaluated, selecting those conditions which

120
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Fig. 3. Effect of the solvent composition in the batch extraction of dox ylamine
succinate from pharmaceuticals. Values indicated are the average of three inde-
pendent analyses + standard deviation.

Table 2
FT-IR spectrometer measurement conditions used in the batch and on-line meth-
ods for the determination of doxylamine succinate in pharmaceuticals

Spectrometer parameter Value

Aperture (%) 100

Gain 8

Mirror velocity (ems=') 046329

Number of scans per spectrum Batch=10
On-line=4  (chemigram
data spacing = 0.038 min)

Resolution (em=1) 8

Spectral window (em™") 4000-600

Apodization Happ-Genzel

Zero filling factor ]

resulted as a compromise between a good precision and high
signal-to-noise ratio with the minimum consumption of time
(see Table 2).

In the selected conditions three samples of different batch of a
pharmaceutical containing 25 mg doxylamine succinate per unit
were analyzed. Results are shown in Table 3 and it can be seen
they are statistically comparable with those obtained by using
the reference UV—vis spectrometry procedure.

In order to evaluate the accuracy of the FI-IR procedure a
recovery study was carried out, having found quantitative results
for added amounts from 2.6 to 9.9 mg of doxylamine succinate.

Both, recovery studies and sample analysis, indicated that
the extraction of the doxylamine succinate is complete and that
FT-IR method provides comparable data to those obtained in the
UV—vis region.

Table 3
Analysis of doxylamine succinate in pharmaceuticals and recovery studies by
FT-IR in batch mode

Sample  UV—vis FLIRbaich  Doxylamine  Recovery
method method suceinate (%)
(mg/tablet) (mg/tablet) added (mg)

1 240403 243£07 26 97.6 £ 02

2 236+05 239407 3.1 1004 + 09
252407 248105 99 1000 £02

Nate: Results shown correspond to the average value £ standard deviation of
three independent analyses
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3.3, On-line extraction and FI-IR determination
experimental conditions

A simple manifold was designed in agreement with the
experimental conditions fixed in the batch method. However,
parameters as solvent volume, recirculating flow and number of
scans per spectrum for the continuous measurement are limited
because of the specific features of on-line systems.

In the case of solvent volume. the lowest value was tried, but
the limitation is due not only to the internal volume of cell and
connecting tubes, but for the apparition of air bubbles which
were formed when high flow rates were employed and which
provide severe changes in the spectra. To avoid bubbles for-
mation, the volume selected was a little bit greater than the
minimum theoretical. So, in this manifold the volume used was
2.6mL.

The number of scans per spectrum was limited because
the correlation between spectrum and analyte concentration
depends on the time as a consequence of the continuous
extraction. A great number of scans accumulated per spectrum
improves the signal-to-noise ratio but increases the data spac-
ing of the chemigram since it is not possible to monitor the real
situation of the analyle in the measurement cell as a function
of time. So, when four scans were accumulated per spectrum
a good compromise between precision and time resolution was
achieved, this value being selected as adequate for the continu-
ous measurement.

The selection of the extraction flow rate was limited by the
time necessary to reach the steady state. A study of the recir-
culation time of solvent in the manifold evidenced that a flow
rate of 8.5mL min~! was suitable for obtaining a recirculation
period of around 0.3 min, allowing to reach the steady state,
or constant signal, in a few minutes (see Fig. 4). The continu-
ous mixing of the solution in the extraction cartridge causes the
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Fig. 4. Chemigram obtained from consecutive injections of a dox ylamine suc-
cinate standard. Experimental conditions: 25 uL of a 56.8 mgmL~! standard,
fem™! nominal resolution, four scans per spectrum, peak area values between
1730 and 1710em~! (baseline 20001800 em="). fnset: Detail on recirculation
period.
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Fig. 5. Effect of the flow rate on the recirculation period. Experimental
conditions: S0 pL of 45 mgmL~" standard, & cm™! nominal resolution, four
scans per spectrum, peak area values between 1730 and 1710em~! (baseline
2000-1800 cm~").

approximation of the signal to a constant value, corresponding
to the steady state. From this time all the spectra recorded were
similar.

Fig. 4 shows the evolution of the signal corresponding to the
extraction of a sample and, after achieving the steady state, the
injection of three volumes of astandard of doxylamine succinate.
As it can be seen the extraction process is very fast and the
shapes of the signals corresponding to the initial extraction and
the standard additions are very similar. It indicates that the time
required to reach the steady state corresponds, basically, to the
homogenization of the solution inside the manifold.

So, it is possible to reduce the time required for the analysis if
a co-addition of spectra, through a fixed time interval, is used to
register the dynamic process. In this case, spectrum variation due
to the non-uniform distribution of the analyte through the system
is compensated along the time interval, because of its periodicity
(see inset of Fig. 4). With this approach, the frequency analysis
is improved drastically.

Fig. 5 shows that there is a strong reduction of the recircula-
tion time, for a carrier flow increase from 5 to 8.5 mL min~". The
use of a carrier flow higher than 8.5 mLmin—" does not provide
a significant variation of the recirculation time but generates air
bubbles inside the system and overpressure problems.

The initial time and the amplitude of the interval considered
to obtain the co-added spectrum can involve an important reduc-
tion of the waiting time required to do the consecutive injection
of standards. In this sense we have carried out a study to eval-
uate the effect of these two variables (co-addition time interval
and initial time) on the final spectrum as compared with the
signal that corresponds with the spectra obtained in the steady
state.

Taking into consideration that the data point interval in the
continuous acquisition is 0,038 min we have considered differ-
ent multiples of this value for the co-addition interval as 4, 7.
9, 11 and 14, which provide co-addition times from 0.152 to
0.532min. For a carrier flow of 8.3mLmin~! an interval of
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Fig. 6. Effect of the initial and interval time on the difference between absorbance peak measurements of the co-added spectra and data found in the steady state.
Experimental conditions: 8 em™' nominal resolution, four scans per spectrum, peak area values between 1730 and 1710cm =" (baseline 2000-1800cm="). Note:
wxd, %7, %9, %11 and x 14 are the co-addition time intervals expressed as a function of data spacing. and are equivalent to 44, 78, 100, 122 and 156% of the solvent

recirculation period for a carrier flow of 8.5 mLmin—!.

=Y times the data spacing corresponds to the time required
to complete a recirculation eycle. The co-added spectrum has
been obtained for the selected intervals at different initial times
from the injection of the standard. The peak absorbance of the
co-added spectra were compared with those corresponding to
the steady state and the difference calculated as absolute value
expressed in percent.

Fig. 6 shows that a co-addition time equal to nine times the
data spacing provides results with differences, as compared with
those obtained from steady state, lower than [%. With these
conditions, the analysis could be completed in only 1.7 min.

3.4. On-line analysis of commercial samples

Commercial samples were analyzed by the on-line developed
method with external calibration using the aforementioned con-
ditions. The calibration line obtained was S¢ = (0.312 +£0.004)C
(mg)+(0.129 £ 0.009), R?=0.008, 5. being the product of the
sum of peak arcas and the total volume of the solvent in the
closed-flow system. and C the mass of doxylamine succinate.
Results obtained for the determination of doxylamine succinate
by interpolation in this external calibration were not in good
agreement with those obtained with batch FT-IR method. The
reason of this deviationcould be the dragging of excipients by the
solvent mixture during the extraction process, causing critical
changes in the baseline or in the characteristic doxylamine suc-
cinate peaks. So, it was necessary to avold dragging by inserting
a filter after the sample cartridge. However, with this configu-
ration, it was not possible to work with high flow rates due to
overpressure of the system that involves changes in the carrier
fow. For this reason, standard addition was selected as an alter-
native strategy for the determination of the analyte in the on-line
system.

Standard addition was carried out extracting the sample and
injecting 25 pL aliquots of a doxylamine succinate stock solu-
tion in the system, operating at 8.5 mL min—". Each aliquot was
ijected when the steady state was reached after sample extrac-
tion or injection. On using the co-addition of spectra, it was

Peak area

o
19
i

0.0

0.2

0 2 4 [ ]
Time (min)

Fig. 7. Chemigram (area between 1710 and 1730em™! corrected with a baseline
established at 1800cm=!) obtained for the on-line determination of daxy-
lamine succinate by standard addition. Four 25 pL aliquots of a stock solution
{468 mgmL~") were injected in the system consecutively after the extrac-
tion of the analyte. Instrumental conditions: 8em=! nominal resolution, four
scans per spectrum, peak area values between 1730 and 1710em™ (baseline
2000-1800 cm=).

unnecessary to wait for the steady state, carrying out measure-
ments in 1.7 min after each consecutive injection (see Fig. 7).
Results obtained by standard addition were in good agree-
ment with theoretical content of samples, thus recommended for
its application in commercial sample analysis (Table 4). How-

Table 4
Analysis of a sample containing doxylamine suceinate by FT-IR

Method Doxylamine succinate {mg/tablet)
FTIR batch 248+ 05

FT-IR on-line external calibration 236 +04

FT-IR an-line standard addition 25.19 + 0.05

UV-vis 252407

Results shown as mean value & standard deviation of three inde pendent analyses.
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ever, if dragging is avolded in future improvements of the on-line
method, external calibration probably could be suitable and stan-
dard addition would be unnecessary.

4. Conclusions

An on-line method for doxylamine succinate determination
in pharmaceuticals has been developed, evidencing the appli-
cability of this strategy in routine analysis, through the design
of a simple manifold which reduces sample manipulation and
minimizes possible errors. The consumption of chloroform in
the on-line method is four times higher than that required for the
batch method using standard addition and two times higher than
that employed on using external calibration. Analysis of com-
mercial samples revealed that standard addition was required
to obtain aceurate results using the on-line extraction approach.
Co-addition of spectra allowed us to decrease the time for reach-
ing the constant values below 1.7 min per injection, with a final
analysis frequency of 10h~" in the case of analysis by the stan-
dard addition method.

Acknowledgements

The authors acknowledge the financial support of the
Direccio General d Universitat 1 Investigacions de la Generali-
tat Valenciana (Project GV04B1247), Universitat de Valéncia
(Project UV-AE-20050203) and Ministerio de Educacion y
Ciencia (Project CTQ2005-05604/BQU).

References
[1] httpediwww.unep.orglozone/pdfsMontreal-Protocol 2000.pdf.

[2] F. Cadet. M. de la Guardia. in: R.A. Meyers (Ed.). Infrared Encyclopedia
of Analytical Chemistry, Wiley & Sons, 2000, pp. 1087910909,

[3] B. Schrader (Ed.), Infrared and Raman Spectroscopy. Methods and Appli-
cations, VCH, 1995,
[4]1 D.J. Curran, W.G. Collier, Anal. Chim. Acta 177 (1985) 259.
[5] M. de la Guardia, 5. Garrigues, M. Gallignani, J.L.. Burguera, M. Burguera,
Anal. Chim. Acta 261 (1992) 53.
[6] Y. Daghbouche, 5. Garrigues, M.T. Vidal, M. de la Guardia, Anal. Chem.
69 (1997) 1086
[7] Z. Bouhsain, JM. Garrigues, 5. Garrigues, M. dela Guardia, Vib. Spectrosc.
21 (1999) 143
[8] D.K. Morgan, N.D. Danielson, J.E. Katon, Anal. Lett. I8 (1985)
259.
[9] 8. Garrigues, M. Gallignani, M. de la Guardia, Talanta 40 (1993)
1799.
[10] Z. Bouhsain, B.A. Hasan, 5. Garrigues, M. de la Guardia, Quimica Analitica
14(1995) 96.
[11] M.I. Sdnchez-Dasf, 8. Garrigues, M.L. Cervera, M. de la Guardia, Anal.
Chim. Acta 361 (1998) 253,
[12] Z. Bouhsain, S. Garrigues, M. de la Guardia, Analyst 121 (1996)
635

[13] M.L. Ramos, JF. Tyson, DI, Curran, Anal. Chim. Acta 364 (1998)
107.

[14] ML, Ramos, IF. Tysen, DMJ. Cuorran, Anal. Proc. 32 (1995)
175.

[15] 8. Garrigues, M. Gallignani, M. de la Guardia, Talanta 40 (1993)
89,

[16] M.S. De Stahl, Psicofarmacologia esencial, Bases neurocientificas v apli-
caciones clinicas, Ed. Ariel Neurociencia, Barcelona, 1998,

[17] A.P. Argekar. J.G. Sawant, ]. Lig. Chromatogr. Relat. Technol. 22 (1999)
2051

[18] AP Argekar, 1.G. Sawant, Drug. Dev. Ind. Pharm. 25 (1999) 945,

[19] E.B. Hansen, H.C. Thompson, LC Mag. 3 (1985) 986

[20] JL. Josephs, Rapid Commun. Mass Spectrom. 9 (1995) 1270,

[21] ¥F. Tang, HL. Wu, S.M. Wu, S H. Chen, H.S. Kou, I. Microcol. Sep. 12
(2000) 366,

[22] L. Monferrer-Pons, JS. Esteve-Romero, G. Ramis-Ramos, M.C. Gareia
Alvarez-Coque. Anal. Lett. 29 (1996) 1399,

[23] The United States Pharmacopoeia, XXIst ed., 1985, p. 362

[24] D. Lin-Vien, N.B. Colthup, W.G. Fateley, 1.G. Grasselli. Infrared and
Raman Characteristic Frequencies of Organic Molecules, Academic Press,
London, 1991.

- 206 -



Ak
[Q ; ] Desarrollo de métodos analiticos medioambientalmente sostenibles por espectrometria FTIR

Capitulo V
Conclusiones

-207 -



(0] :
Q7 Capitulo V: Conclusiones

V. Conclusiones

Como se ha demostrado a lo largo de esta memoria, la presente Tesis Doctoral ha
supuesto la elaboracién de diversos métodos de analisis cuantitativo por espectrometria
vibracional. En el proceso de desarrollo de cada uno de los mismos se han estudiado los
parametros mas importantes propios de este tipo de analisis, y se ha pretendido, en el
conjunto de ellos, la utilizaciéon de cantidades minimas de disolventes tdxicos o nocivos para
el medio ambiente. En general, los métodos desarrollados resultan adecuados para el

andlisis de rutina, orientado hacia el control de calidad de productos.

Por otra parte, los resultados obtenidos en los trabajos incluidos en esta Tesis
muestran la potencialidad de la espectrometria vibracional por Transformada de Fourier en
el ambito del analisis de muestras de naturaleza muy diferente. En este sentido cabe esperar
futuros avances en las aplicaciones de la espectrometria FTIR con fines de analisis
cuantitativo. Las desventajas que presentan las técnicas vibracionales empleadas en esta
Tesis han resultado ser superables mediante el uso de estrategias como el uso de accesorios

ATR (en el caso de muestras acuosas) y la preconcentracion en fase solida.

En términos de nuevos métodos de analisis desarrollados, bien a partir de la
modificacién o adaptacion mediante automatizacion de métodos preexistentes, bien de

manera completamente original, se encuentran los logros que se detallan a continuacién.

1. Por una parte, se han ampliado las aplicaciones de la espectrometria FTIR con
medidas por ATR mediante la puesta a punto de un nuevo método de analisis directo ATR-
FTIR para la determinacion de nitrilotriacetato sédico en formulaciones de limpieza
industrial. Este método supone una generacion minima de residuos pues no utiliza
disolventes organicos, con un consumo de muestra de 0.2 mL por cada réplica. Ademas, el
empleo de una celda ATR de diamante permite el analisis directo de muestras de pH muy

alto que no podrian ser analizadas con los accesorios ATR clasicos que utilizan un cristal de
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ZnSe y que puede ser atacado en estas condiciones. El método resulta aplicable al control de
calidad de las formulaciones estudiadas por su sencillez y elevada frecuencia de analisis (50
h), a pesar de ser un método en batch, y se sugiere su futura automatizaciéon mediante la

insercion de una sonda ATR de diamante en la muestra problema.

2. Bajo un nuevo punto de vista, se han puesto a punto tres métodos basados en la
espectrometria vibracional que utilizan la estrategia de la multiconmutaciéon para dar

solucion a diferentes cuestiones analiticas.

En el primero de ellos, se ha conseguido un nuevo método de analisis ATR-FTIR
completamente mecanizado para la determinacién del surfactante a-olefinsulfonato sédico
en formulaciones de detergentes liquidos. Con este método se consigue un aumento de la
frecuencia de analisis respecto de las medidas en ATR horizontal convencional y ademas se
logra la limpieza en linea de la celda ATR de flujo, evitando manipulaciones peligrosas del
accesorio ATR. Las caracteristicas del método lo hacen especialmente indicado para el
analisis de control de calidad. Ademas se ha puesto de manifiesto la gran versatilidad del
acoplamiento ATR-FTIR con multiconmutaciéon para el analisis de diversos tipos de

muestras.

En el segundo trabajo, se ha desarrollado y puesto a punto un método de analisis
FTIR en flujo con multiconmutaciéon a partir los estudios FIA preexistentes para la
determinacién de benceno en gasolina. En este caso se ha conseguido reducir notablemente
el consumo de reactivos y la generacion de residuos a través del aprovechamiento de las
caracteristicas de los sistemas con multiconmutacién, mejorando el limite de deteccién y
manteniendo una precision comparable al método FIA. El método resulta perfectamente

aplicable al analisis de control de calidad.

El tercer método corresponde al analisis en flujo FT-NIR con multiconmutacién
para la determinacion del pesticida hexythiazox en formulaciones fitosanitarias. Se ha
logrado un método alternativo a los habituales cromatograficos, orientado hacia el analisis

de control de calidad, con un limite de deteccién de 0.1 mg mL! adecuado para el tipo de
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muestras analizadas. Se ha demostrado la robustez y versatilidad de los sistemas acoplados
FT-NIR con multiconmutacién. El uso de esta estrategia evita errores producidos por
cambios en las variables ambientales como pueda ser la temperatura. Ademas se ha
aplicado la interpolacion entre dos puntos correspondientes a una concentracién superior y
una concentracién inferior a la esperada en la muestra, con el fin de mejorar la eficiencia del

analisis de control de calidad.

3. Se ha investigado el acoplamiento de la espectrometria FTIR con la extraccion en
fase sdlida para el andlisis a nivel de traza, por un lado, y el acoplamiento con la extraccién
presurizada con disolvente para la determinacion de materia grasa en leches en polvo, por

otro.

En el primer caso se ha puesto de manifiesto la gran dificultad de la aplicacion de
métodos no cromatograficos en este campo, lo que tiene un especial sentido en el caso de la
espectrometria IR debido a las limitaciones de sensibilidad intrinsecas de esta técnica. A
pesar de ello, se ha logrado poner a punto dos métodos para la determinacion a nivel de mg
L1 de los pesticidas methidathion y tricyclazole en aguas. Se ha comprobado que la
estrategia de eluciéon y determinacion en linea si bien supone la posibilidad de
automatizaciéon del procedimiento, no supone ventajas adicionales en términos de
sensibilidad, precision y exactitud frente a la estrategia en batch cuando el operador dispone

de un adecuado grado de destreza.

En el segundo trabajo, el desarrollo de un método PSE-FTIR ha permitido reducir
considerablemente el tiempo de analisis y la generacién de residuos en la determinacién del
contenido de materia grasa en leches en polvo. Sin embargo, se han encontrado errores
importantes en su aplicaciéon a leches en polvo desnatadas, debido a problemas de
calibracién e interferencias espectrales, a priori dificilmente subsanables. Ademas se ha
investigado la utilidad de la espectrometria FTIR para la discriminacién rapida de grasas de
diferente origen. También se ha realizado un estudio de la relacién entre el contenido de

grasa y el contenido en cacao de chocolates, mediante un nuevo método PSE-FTIR.
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4. Por lo que respecta al tratamiento en linea de las muestras, se ha desarrollado un
nuevo método de analisis FTIR en linea para la determinacion del farmaco succinato de
doxilamina en especialidades farmacéuticas. Este método implica el uso de tan sélo 2.6 mL
de una mezcla de etanol y cloroformo al 13 % (v/v) por cada réplica, mostrando su
aplicabilidad al andlisis de rutina, aun siendo necesario recurrir a la adicién estandar. La
extraccion y determinacién del analito se realizan en linea, explotando la co-adicién de
espectros como la estrategia mas conveniente para reducir al minimo el tiempo de analisis,
logrando una frecuencia de analisis de 10 h™'. En este caso se ha demostrado la gran mejora
que supone la extraccién en linea de la muestra, que reduce hasta en cuatro veces el
consumo de disolvente respecto del método FTIR equivalente en modo batch y que implica
una minima manipulacién de las muestras, reduciendo al maximo la exposiciéon de los

disolventes al operador o del entorno ambiental del laboratorio.

En términos generales, la presente Tesis ha supuesto el desarrollo de al menos 7
nuevos métodos de analisis aplicables al control de calidad, que implican consumos
reducidos de disolventes y la disminucién de los residuos generados en el analisis. Estos
logros forman parte de los esfuerzos orientados hacia la preparacion de métodos de analisis

medioambientalmente sostenibles en los que se inscribe esta Tesis.

Gran parte de este mérito corresponde al uso de la multiconmutacién acoplada con
las técnicas del infrarrojo. Los aspectos practicos de la multiconmutacion, que se han
demostrado aqui y que, a mi juicio, son los mas importantes segin mi propia experiencia, se
pueden resumir en: i) versatilidad de la estrategia de andlisis, ii) reduccion de la

manipulacién de la muestra y iii) facilidad de disefo.

Respecto a la versatilidad, hemos mostrado tres estrategias que plantean la
multiconmutacién de manera diferente: en una de ellas tiene como principal funcién el
reducir la manipulacion del cristal ATR; en las otras dos se aprovecha su capacidad para
conseguir la dilucién y adicién de un estandar en linea; en una se realizan las medidas en
modo stopped-flow; en las otras dos la adquisicion de espectros se lleva a cabo en modo

continuo. Son ejemplos de la multiple variedad de enfoques que permite la
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multiconmutacién a la hora de plantear un disefio experimental adecuado un problema

analitico.

En referencia a la manipulaciéon de la muestra, los sistemas con multiconmutacién
permiten una intervencién minima del analista: esto representa un aumento de la
comodidad y, en consecuencia, supone la mejora de la eficiencia de un laboratorio de
andlisis, independientemente del incremento en la frecuencia de analisis que se logre gracias

al método en si mismo.

En tercer lugar, la experiencia ha demostrado que con unos conocimientos minimos
de programacion y electronica se pueden disefar y construir sistemas que permiten llevar a
cabo casi cualquier proceso tipico de un método de andlisis. Esta ventaja, quiza no
suficientemente explotada hasta la fecha, en particular en el caso de la espectrometria
vibracional, sugiere una enorme cantidad de aplicaciones casi inmediatas, que podrian ser

de enorme utilidad en el andlisis de campo y de rutina.

Finalmente, la técnica ATR-FTIR con celda de diamante ha resultado ser
extraordinariamente practica debido a la dureza y resistencia quimica de este material, a
pesar de su fragilidad. La posibilidad de obtener el espectro de practicamente cualquier
sustancia liquida o sélida independientemente de su reactividad quimica la convierte en una
técnica especialmente interesante. El analisis directo de las muestras que permite este tipo
de celdas es quiza uno de los objetivos de la investigacién en el campo de la espectrometria

vibracional mas buscados.

En conclusioén, futuras investigaciones deberian explotar al maximo el potencial de
la multiconmutacién en la automatizacion de los métodos de analisis, por una parte, y
aprovechar la gran versatilidad de las celdas ATR de diamante para el analisis directo de

muestras muy corrosivas.
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En definitiva, se ha demostrado la gran capacidad de las técnicas FTIR para
resolver problemas analiticos comunes y el papel decisivo que en la actualidad debe tener

en los laboratorios analiticos.
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Apéndice I

Programacion en Quickbasic 4.5

orientada hacia el control de sistemas con multiconmutacion

El control de las valvulas solenoides de los sistemas con multiconmutacién que
forman parte de esta Tesis ha requerido el disefio de pequefios programas en lenguaje

Quickbasic 4.5. Comentaremos brevemente la forma basica de estos programas.

El funcionamiento de la valvula solenoide se debe al paso de corriente eléctrica.
Cuando ésta circula a través del solenoide, el piston interno de la valvula se desplaza
bloqueando una de las salidas del flujo. Si no hay paso de corriente eléctrica, el pistdn se
mantiene bloqueando la otra salida. La valvula recibe la corriente de una placa que le
proporciona la intensidad y diferencia de potencial requerida para activarla. A su vez, a la
placa le llega la sefial (con una determinada diferencia de potencial e intensidad) procedente
del PC desde el puerto apropiado, siendo la funcion de la placa transformar la sefal recibida
desde el PC en la adecuada para que se active la valvula. Dependiendo de si desde el PC se
envia a la placa la sefal correspondiente al valor bit 1 o al valor bit 0, la valvula se activa o
no. El control de la valvula se logra, por tanto, mediante el envio de la sefial desde el PC, y

ello se hace con un programa en Quickbasic 4.5.

A modo de ejemplo se describe un pequefio programa de prueba disenado para la
realizacién de una adicién estandar (correspondiente al trabajo de determinacion FT-NIR de
hexythiazox en formulaciones de pesticidas). En este sistema s6lo se emplean dos valvulas
solenoides, una para el carrier (acetonitrilo) y muestra (V1) y otra para la inserciéon de
patron (V2). El sistema se ha disefiado de tal manera que, cuando se activa la valvula V1
estando desactivada V2, se introduce acetonitrilo a través del sistema. Si esta activada V2 se
introduce Unicamente patrén. La explicaciéon de los comandos se ha resaltado entre

corchetes (que no pertenecen al programa en si). La versién definitiva es mas compleja. En
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lo que se refiere al control de las valvulas este programa de prueba contiene todos los
elementos necesarios para realizar una adicion estandar y resulta mas sencillo de explicar,

motivo por el que lo reproducimos aqui.

DIM SHARED v1, v2, v3, v4, porta,

[Define las variables comunes utilizadas en el programa, en este caso se han definido hasta cuatro

valvulas (v1, v2, v3, v4) y la entrada de las valvulas (porta)]

porta = &H378: vl = &H1l: v2 = &H2: v3 = &H4: v4 = &H8
v5 = &H10: v6 = &H20: v7 = &H40: v8 = &H80:

[Define la correspondencia de cada valvula con la entrada del puerto de la impresora &H378]

SCREEN 12

[Genera la pantalla]

inicio:

[Marca un punto en la secuencia de acciones que realiza el programa]

CLS

[Borra lo que hubiese anteriormente en la pantalla]

LINE (2, 2)-(630, 450), 3, B
LINE (4, 4)-(626, 446), 3, B

[Genera dos rectangulos en la pantalla]

LOCATE 8, 4

PRINT "Adicion estandar™

[Escribe el texto entre comillas a partir del punto 8,4 de la pantalla]

LOCATE 10, 4

INPUT "tiempo patron(s)'; tpa

[Pide el valor de la variable tiempo patrén definida como tpa (en segundos). El volumen de patrén

insertado sera proporcional al tiempo tpa]
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LOCATE 12, 4

INPUT "tiempo AcCCN(s)'; tac

LOCATE 14, 4

[Pide el valor de la variable tiempo de acetonitrilo definida como tac (en segundos). El volumen de

acetonitrilo insertado serd proporcional al tiempo tac]

LOCATE 10, 4
PRINT * "
LOCATE 12, 4
PRINT * "

[Borra las lineas 10 y 14 sin necesidad de borrar el resto de la pantalla]

LOCATE 10, 4

PRINT tpa; "segundos de patron”

LOCATE 12, 4

PRINT tac; '"'segundos de AcCN"

LOCATE 14, 4

PRINT 0.5 segundos de muestra"

LOCATE 16, 4

PRINT ""30 ciclos establecidos"

[Escribe los valores de tiempo para las variables tpa, tac y sefiala el tiempo de muestra, que es constante
en este caso, y el numero de ciclos de insercién, también constante (30), que se ha seleccionado

previamente con un estudio de la variable]

FOR nl = 1 TO 30

[Abre un bucle de accién que se repite 30 veces. Se corresponde con el niimero de ciclos que constituye

cada punto de la adicién estandar]

LOCATE 22, 4
PRINT nl; "...ciclo"

[Escribe en la pantalla el ciclo en el que se encuentra el sistema en cada momento, nl]
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OUT porta, O

[Deja todas las vavulas desactivadas (bit 0)]

plx = TIMER
WHILE (TIMER - plx) < .5
LOCATE 24, 4

PRINT "Muestral"

LOCATE 25, 5

PRINT .5 - (TIMER - plx)
WEND

[Escribe en la pantalla el tiempo que resta de insercion de la muestra]

LOCATE 24, 4

PRINT * "
LOCATE 25, 5

PRINT * v

OUT porta, vi

[Activa sélo la valvula v1 (bit 1), por lo que se inserta acetonitrilo]

plbx = TIMER
WHILE (TIMER - plbx) < tac
LOCATE 24, 4
PRINT ""Acetonitrilo!"
LOCATE 25, 5
PRINT tac - (TIMER - plbx)
WEND
[Escribe en la pantalla el tiempo que queda de insercién del acetonitrilo, de manera que cuando termina

se ha insertado un tiempo tac de acetonitrilo]

LOCATE 24, 4
PRINT * "
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LOCATE 25, 5
PRINT * "
OUT porta, v2

[Activa sélo la valvula v2, es decir, se inserta sélo patrén porque v1 vuelve a estar inactivada]

pabx = TIMER

WHILE (TIMER - pabx) < tpa
LOCATE 24, 4

PRINT "Disolucion patrén!™
LOCATE 25, 5

PRINT tpa - (TIMER - pabx)
WEND

[Escribe en la pantalla el tiempo que queda de insercién del patrén, de manera que cuando termina se

ha insertado un tiempo tpa de patrén]

LOCATE 24, 4
PRINT * "
LOCATE 25, 5
PRINT * "

NEXT
[Completa el bucle anterior de manera que todo el proceso desde FOR nl=1 TO 30 se realiza 30 veces en

total, igual al niimero de ciclos de insercion]

OUT porta, O

[Inactiva todas las valvulas]

BEEP

[Produce un sonido de aviso]

CLS

[Borra la pantalla]
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aax = TIMER
DO WHILE INKEY$ = "

[Genera un crondmetro mediante el uso del reloj interno TIMER, cuyo tiempo inicial es aax. Esta dentro

de un bucle infinito que se termina cuando se presiona una tecla]

LOCATE 24, 4
PRINT "tiempo desde ultimo ciclo..."; TIMER — aax

[Escribe en la pantalla el tiempo transcurrido desde que se completd el altimo ciclo de inserciéon]

LOOP

[Cierra el bucle del cronémetro]

LOCATE 8, 10

INPUT "Desea realizar otro punto de la adicidén estandar";
ade$

IF UCASE$(ade$) = ™S THEN GOTO inicio
[Pregunta si se realiza otro punto de la adicién estandar. Si se teclea “S”, entonces se vuelve al marcador

inicio: y contintia el proceso desde ese sitio. Si se teclea cualquier otro caracter, el programa termina]

BEEP
END

[Finaliza el programa]
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Apéndice II

Glosario de términos

procedentes del inglés

Background: Espectro de transmision que se utiliza como referencia para fijar los valores
absolutos de sefial obtenidos en los espectros realizados posteriormente. En general se
utiliza el espectro para la celda de medida llena de disolvente.

Batch: Proceso que se realiza de manera discontinua o discreta, en este caso referido a un
método de analisis.

Beam splitter: Dispositivo divisor de un haz de radiacion electromagnética, en este caso de
radiacion infrarroja, que forma parte de un interferémetro.

By-pass: Desviacion de un flujo a través de un canal alternativo al principal.

Carrier: Especie utilizada como portador de la muestra en un sistema de flujo.

Coil: Tubo enrollado a través del que se produce una mezcla o reaccién de los componentes
insertados alternadamente en un sistema de flujo.

Scan: Cada uno de los barridos realizado a lo largo de todo el intervalo espectral que se
promedia para obtener el espectro final.

Slug: Bolo de liquido, definido como cada una de las porciones individuales insertadas en
un sistema de flujo.

Software: Programa informatico.

Stopped-flow: Flujo parado, referido al proceso de medicién en un sistema de flujo.
Zero-filling: Adicion de ceros al interferograma, proceso que se realiza para completar los
2n puntos necesarios para la Transformada de Fourier y obtener el espectro en el dominio de

la frecuencia.
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